BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND 




o 



,t — 

O 



Prioritatsbescheinigung uber die Einreichung 
einer Patentanmeldung 



Aktenzeichen: 



100 42 177.6 



Anmeldetag: 



28. August 2000 



Anmelder/lnhaber: 



Bayer Aktiengesellschaft, Leverkusen/DE 



Bezeichnung: 



Acetylcholinrezeptor-Untereinheiten 



IPC: 



C 07 K, C 12 N 



Die angehefteten Stiicke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ur- 
sprunglichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 



Munchen, den 1. Juni 2001 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 

Im Auftrag 



Le A 34 821 Kri li NT V2O0O-O8-23 



- 1 - 

Acervlcholinrezeptor-L ntereinheiten 

Die Erfmdung betrifft modifizierte Acetylcholinrezeptor-Untereinheiten, dafur codie- 
5 rende Nukleinsauren, sowie ein Verfahren zum Auffinden \on Wirkstoffen fur den 
Pflanzenschutz bzw. pharmazeutischen Wirkstoffen fiir die Behandlung von Mensch 
und/oder Tier. 

Nikotinische Acetylcholinrezeptoren sind ligandengesteuerte lonenkanale, die eine 
10 Rolle bei der Neurotransmission im Tierreich spielen. Die Bindung von Acetylcholin 
Oder anderen Agonist en an den Rezeptor verursacht eine voriibergehende Offnung 
des Kanals und gestattet den Durchstrom von Kationen. Man niinmt an, dass ein 
Rezeptor aus fiinf Untereinheiten besteht, die sich uni eine Pore gruppieren. Jede 
dieser Untereinheiten ist ein Protein, das aus einem extrazellularen N-terminalen Teil 
15 besteht, gefolgt von drei Transmembranregionen, einem intrazellularen Teil, sowie 
einer vierten Transmembranregion und einem kurzen extrazellularen C-terminalen 
Teil. Bestimmte Untereinheiten tragen auf ihrem extrazellularen Teil die Bindestelle 
fiir Liganden wie Acetylcholin. Zwei vicinale Cysteine sind Bestandteil dieser Bin- 
destelle und daher gemeinsames Strukturmerkmal aller ligandenbindenden Unterein- 
20 heiten, die auch als a-Untereinheiten bezeichnet werden. Untereinheiten ohne dieses 
Strukturmerkmal werden je nach Lokalisation und Funktion des Rezeptors als p-, y-, 
5- Oder c-Untereinheiten bezeichnet (Changeux et al. 1992). 

Acetylcholinrezeptoren sind vor allem in Wirbeltieren gut untersucht. Anhand ihrer 
25 anatomischen Lokalisierung und ihrer funktionellen Eigenschaften (Leitungseigen- 
schaften des Kanals, Desensibilisierung, Sensitivitat gegenuber Agonisten und Anta- 
gonisten sowie gegenuber Toxinen wie z.B. a-Bungarotoxin) lassen sich hier drei 
Gruppen unterscheiden. Die Einteilung korreliert mit der molekularen Zusammen- 
setzung der Rezeptoren. Es gibt heterooligomere Rezeptoren mit der Untereinheiten- 
30 zusammensetzung a2P76, die im Muskel vorkommen (Noda et al. 1982, Claudio et 
al. 1983, Devillers-Thiery et al. 1983, Noda et al. 1983a, b), heterooligomere Rezep- 
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toren, die Untereinheiten aus der Gruppe a2 - a6 und p2 - P4 enthalten. und die im 
Ken ensystem vorkommen (Schoepfer et al. 1990. Heinemann et al. 1997) sovvie 
homooligomere Rezeptoren, die Untereinheiten aus der Gruppe al - a9 enthalten, 
und die ebenfalls im Nerxensystem vorkommen (Lindstrom et al. 1997, Elgoyhen et 
al. 1997). Diese Einteilung wird auch durch erne Betrachtung der Verwandschaft der 
Gensequenzen der verschiedenen Untereinheiten gestutzt. Typischer%veise sind die 
Sequenzen funktionell homologer Untereinheiten verschiedener Spezies ahnlicher als 
Sequenzen von Untereinheiten aus verschiedenen Gruppen, aber der gleichen Spe- 
zies. Weiterhin sind die Gensequenzen aller bekannten Acetylcholinrezeptor-Unter- 
einheiten nicht nur untereinander in gewissem MaBe ahnlich, sondem auch mit denen 
einiger anderer ligandengesteuerter lonenkanale (z.B. den Serotoninrezeptoren vom 
Typ 5HT3, den GABA-gesteuerten Chloridkaniilen, den Glycin-gesteuerten Chlorid- 
kanalen). Man geht daher davon aus, dass alle diese Rezeptoren von einem gemein- 
samen Vorlaufer abstammen und ordnet sie in eine Supergenfamilie ein (Ortells et al. 
1995). 

In Insekten ist Acetylcholin der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter des zen- 
tralen Nervensystems. Dementsprechend lassen sich Acetylcholinrezeptoren an Prii- 
paraten zentraler Ganglien aus Insekten elektrophysiologisch nachweisen. Der Nach- 
weis gelingt sowohl an post- als auch an prasynaptischen Nervenendigungen sowie 
an den Zellkorpem von Intemeuronen, Motomeuronen und modulatorischen Neuro- 
nen (Breer et al. 1987, Buckingham et al. 1997). Unter den Rezeptoren gibt es solche, 
die durch a-Bungarotoxin inhibiert werden, und solche, die insensitiv sind (SchloB et 
al. 1988). Die Acetylcholinrezeptoren sind auBerdem der molekulare Angriffspunkt 
wichtiger naturlicher (z.B. Nikotin) und synthetischer Insektizide (z.B. Chloro- 
nikotinyle). 

Die Gensequenzen einer Anzahl von nikotinischen Acetylcholinrezeptoren der 
Insekten sind bereits bekannt. So sind in Drosophila melanogaster die Sequenzen 
runf verschiedener Untereinheiten beschrieben (Bossy et al. 1988. Hermanns- 
Borgmeyer et al. 1986, Sawruk et al. 1990a, 1990b. Schulz et al. 1998), in Locusta 
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migratoria ebenfalls funf (Hermsen et al. 1998), in Schistocerca gregaria eine 
(Marshall et al. 1990), in Myzus persicae sechs (Sgard et al. 1998, Huang et al. 
1999), in Manduca sexta zwei Sequenzen (Eastham et al. 1997, Genbank AJ007397) 
und in Heliothis virescens sechs (Genbank AF 096878, AF 096879, AF 096880, 
AF143846, AF143847, AJ 000399). Zudem ist eine Reihe von partiellen Gensequen- 
zen aus Drosophila melanogaster als sog. expressed sequence tags charakterisiert 
worden (Genbank AA540687, AA698155, AA697710, AA697326). Alle diese 
Sequenzen werden in a- und p-Untereinheiten klassifiziert, je nachdem, ob die zwei 
vicinalen Cysteine der Ligandenbindestelle vorhanden sind oder nicht. 



Die rekombinante Expression nikotinischer Rezeptoren aus Insekten hat sich als 
schwieriger erwiesen als die der analogen Rezeptoren aus Vertebraten oder C. 
elegans. So ist es bisher nicht gelungen, nikotinische Rezeptoren, die nur aus Unter- 
einheiten von Insekten bestehen, so zu exprimieren, dass ihre funktionalen Eigen- 

15 schaften denen naturlicher Rezeptoren gleichen (Marshall et al. 1990, Amar et al. 

1995, Hermsen et al. 1998, Sgard et al. 1998). Relevante funktionale Eigenschaften 
sind z.B, die Empfindlichkeit gegen Agonistcn und Antagonisten, die Leitfahigkeit 
fur lonenstrome oder die Desensitivierung. Zumindest einige a-Untereinheiten aus 
verschiedenen Insektenspezies tragen jedoch zu einem funktionellen Rezeptor bei, 

20 wenn statt einer Insekten-p-Untereinheit eine nicht-a-Untereinheit aus Vertebraten 
koexprimiert wird. In Oocyten von Xenopus laevis ist die ligandeninduzierte Leit- 
fahigkeit solcher hybrider Rezeptoren untersucht worden. Kombinationen z.B. der 
Drosophila al-, a2- oder a3-Untereinheit mit der p2-Untereinheit von Huhn oder 
Ratte fuhren zu Rezeptoren, die in ihrer Empfindlichkeit gegen Agonisten und Anta- 

25 gonisten oder ihrer Leitfahigkeit fur lonenstrome solchen Rezeptoren ahneln, die in 
Nativpraparaten nachgewiesen werden (Bertrand et al. 1994, Lansdell et al. 1997, 
Schulz et al. 1998, 2000, Matsuda et al. 1998). Dagegen konnte in Zellimen die 
Expression hybrider Rezeptoren, die z.B. aus Kombinationen der Myzus persicae 
al-, al- oder a3-Untereinheit mit der p2-Untereinheit der Ratte oder aus Kombina- 

30 tionen der Drosophila al-, a2- oder a3-Untereinheit mit der p2- oder p4-Unterein- 
heit der Ratte bestehen, bisher nur durch die Bindung nikotinischer Liganden (Lans- 
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dell et al. 1997, 2000, Huang et al. 1999) nachgewiesen werden. Die ligandenindu- 
zierte Leitfahigkeit solcher Rezeptoren wurde bisher in keinem einzigen Fall nach- 
gewiesen. 

5 Einen weiteren Versuch der Annaherung an die Expression nikotinischer Rezeptoren 
aus Insekten stellen chimare Untereinheiten dar (van den Beukel 1998). In die Gen- 
sequenz der a7-Untereinheit der Ratte warden gentechnisch Abschnitte der Gense- 
quenz der a2-Untereinheit aus Drosophila eingefugt. Die Expression der Chimaren 
in Oocyten von Xenopus laevis konnte durch Bindung nikotinischer Liganden nach- 
10 gewiesen werden, aber auch diese Rezeptoren wiesen keine ligandeninduzierte Leit- 
fahigkeit auf. 

Die rekombinante Auspragung nikotinischer Rezeptoren aus Insekten oder solcher 
nikotinischer Rezeptor-Konstrukte, die den Rezeptoren aus Insekten in ihrer Emp- 

15 fmdlichkeit gegen Agonisten und Antagonisten und in ihrer ligandeninduzierten Leit- 

fahigkeit fur lonenstrome entsprechen, in eukaryotischen Zelllinien ist nicht nur ein 
bisher ungelostes wissenschaftliches Problem, sondem ist auch von groBcr prak- 
tischer Bedeutung, beispielsweise fur die Etablierung von Testsystemen mit hohem 
Durchsatz fiir die Suche nach neuen Wirkstoffen fiir den Pflanzenschutz bz\w, pharma- 

20 zeutischen Wirkstoffe fiir die Behandlung von Mensch und/oder Tier. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit insbesondere die Aufgabe zu Grunde, ein 
Testverfahren bzw. die Bestandteile eines Testverfahrens zur Verfiigung zu stellen, 
mit dem Verbindungen aufgefunden werden konnen, welche als Modulatoren, insbe- 
25 sondere als Agonisten oder Antagonisten, die Leitungseigenschaften nikotinischer 

Rezeptoren aus Insekten verandem. Solche Verbindungen konnen als Wirkstoffe fur 
den Pflanzenschutz bzw\ pharmazeutische Wirkstoffe fur die Behandlung von Mensch 
und/oder Tier genutzt werden. 

30 Die Aufgabe wird gelost durch die Bereitstellung von modifizierten Acetylcholinre- 
zeptor-Untereinheiten, wobei zumindest eine Aminosaure im Bereich einer a-Unter- 
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einheit eines Vertebraten-Acetylcholinrezeptors, welcher zu der Aminosauresequenz 
gemaB SEQ ID NO: 1 homolog ist, durch eine Aminosaure, die an der identischen 
Position in dem entsprechenden Bereich einer a-Untereinheit eines Insekten-Acetyl- 
cholinrezeptors vorkomml, ersetzt ist. 

5 

Zur Beschreibung der auszutauschenden Aminosaure(n) bzw. des auszutauschenden 
Bereichs dient wegen der unterschiedlichen Numerierung strukturell und oder funktio- 
nell entsprechender Bereiche in Acetylcholinrezeptor-Untereinheiten verschiedener 
Spezies die a-Untereinheit des Rochens Torpedo califomica als MaBstab. Die Amino- 

10 sauresequenz gemaB SEQ ID NO: 1 entspricht demjenigen Bereich der a-Untereinheit 

von Torpedo califomica, der mit der Aminosaure, die mit 123 gekennzeichnet ist, 
beginnt und mit der Aminosaure, die mit 167 gekennzeichnet ist, endet. Die Numerie- 
rung wurde ubemommen aus dem Eintrag "Acetylcholine Receptor Protein, Alpha 
Chain Precursor" der Swissprot-Datenbank (P02710). Die Entsprechung der Amino- 

1 5 saurepositionen kann durch Sequenzvergleich der Aminosauren anderer Untereinheiten 

von Acetylcholinrezeptoren aus Vertebraten mit ublichen Methoden festgestellt wer- 
den. Eine ubliche Methode beinlialtet die Verv^endung der Programme "Gap" bzw. 
"Pileup" aus dem Programmpaket GCG Version 10.0 (GCG Genetics Computer 
Group, Inc., Madison Wisconsin, USA) zum Vergleich zweier bzw, mehrerer Ami- 

20 nosauresequenzen. Es konnen auch das ClustalX Programm (Version 1,81) (Thomp- 
son et al. 1997, IGBMC, StraBburg, Frankreich) oder andere ahnliche Programme 
verwendet werden.Die Programme werden mit Standardeinstellungen verwendet. 



Die zu vergleichenden Sequenzen umfassen den Bereich vom N-Terminus des Pro- 
25 teins bis zur ersten Transmembranregion. Als "an der identischen Position vorkom- 
mend" gelten solche Aminosauren, die von den Sequenzvergleichsprogrammen 
untereinander angeordnet werden. 



30 



Bevorzugt sind in den erfmdungsgemaBen Acetylcholinrezeptor-Untereinheiten min- 
destens vier, besonders bevorzugt mindestens sieben, ganz besonders bevorzugt alle 
Aminosauren in dem oben beschriebenen Bereich einer a-Untereinheit eines Ver- 
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tebraten-Acetylcholinrezeptors durch die entsprechende Anzahl von Aminosauren 
einer a-Untereinheit eines Insekten-Acet\ Icholinrezeptors ersetzt. 

Solche modifizierten Untereinheiten weisen eine hohere Sensitivilat fur insektizide 
5 Wirksloffe, wie z.B. Imidacloprid, auf als eine nichl-modifizierte Unlereinheit. Die 

Abbildung 1 illustriert den Sequenzvergleich, die Entsprechungen und den beschriebe- 
nen Bereich beispielhaft mit einigen Untereinheiten. 

Bevorzugt handelt es sich bei den oben erwahnten a-Untereinheiten von Acetylcholin- 
10 rezeptoren aus Vertebraten urn neuronale Untereinheiten von Maus, Ratte, Huhn, 
Hund, Zebrafisch, Rhesusaffe, Rind oder Schwein. 

Bevorzugt handelt es sich bei den oben erwahnten a-Untereinheiten von Acetylcholin- 
rezeptoren aus Insekten um die a2-Untereinheit oder die a3-Untereinheit von Myzus 
15 persicae, oder um die al-Untereinheit von Heliothis virescens oder Manduca sexta, 
oder um die al-, a2- oder a3-Untereinheit von Drosophila melanogaster. 

Besonders bevorzugt ist eine modifizierte Acetylcholinrezeptor-Untereinheit mit einer 
Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO: 3. 



20 



25 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch Acetylcholinrezeptoren, welche 
die erfindungsgemaBen Untereinheiten umfassen. Als strukturelle Partner der erfm- 
dungsgemafien Untereinheiten enthalten diese Rezeptoren bevorzugt eine P2-Unter- 
einheit von Maus, Ratte, Huhn, Hund, Zebrafisch, Rhesusaffe, Rind oder Schwein. 



Auch die nicht-modifizierten Bereiche der erfindungsgemaBen Untereinheiten 
miissen nicht identisch mit den entsprechenden Bereichen naturlich vorkommender 
a-Untereinheiten von Vertebraten-Acetylcholinrezeptoren sein, solange gevvahrleistet 
ist, dass die Rezeptoren eine ligandeninduzierte Leitfahigkeit fiir lonenstrome auf- 
30 weisen. 
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Solche Unterschiede konnen an verschiedenen Stellen und mehrfach in einer a- 
Untereinheit vorkommen, wie beispielsweise an dem Peptid-Ruckgrat, an der Ami- 
nosaure-Seitenkette, am Amino- und oder am Carboxy-Terminus. Sie umfassen bei- 
spielsweise Acetylierungen, Acylierungen, ADP-Ribosylierungen, Amidierungen, 
5 kovalente Verknupfungen mit Flavinen, Ham-Anteilen, Nukleoliden oder Nukleotid- 
Derivaten, Lipiden oder Lipid-Derivaten oder Phophatidylinositol, Cyclisierungen, 
Disulfidbruckenbildungen, Demethylierungen, Cystin-Bildungen, Formylierungen, 
gamma-Carboxylierungen, Glycosylierungen, Hydroxylierungen, lodierungen, 
Methylierungen, Myristoylierungen, Oxidationen, proteolytische Prozessierungen, 
10 Phosphopydierungen, Selenoylierungen und tRNA-vermittelte Additionen von Ami- 
nosauren. 

Weiterhin konnen die erfindungsgemaBen Untereinheiten im Vergleich zu den enl- 
sprechenden Bereichen nalurlich vorkommender Acetylcholinrezeptor-Untereinhei- 
15 ten Deletionen oder Aminosauresubstitutionen aufweisen, solange sie noch die oben 
erwahnte Leitfahigkeit vermitteln konnen. Konservative Substitutionen sind bevor- 
zugt. Solche konservativen Substitutionen umfassen Variationen, wobei eine Amino- 
saure durch eine andere Aminosaure aus der folgenden Gruppe ersetzt wird: 

20 1. Kleine aliphatische, nicht-polare oder wenig polare Reste: Ala, Ser, Thr, Pro 

und Gly; 

2. Polare, negativ geladene Reste und deren Amide: Asp, Asn, Glu und Gin; 

3. Polare, positiv geladene Reste: His, Arg und Lys; 

4. GroBe aliphatische, nicht-polare Reste: Met, Leu, He, Val und Cys; und 
25 5. Aromatische Reste: Phe, Tyr und Trp. 



Die folgende Liste zeigt bevorzugte konservative Substitutionen: 



Urspriinglicher Rest 


Substitution 


Ala 


Gly, Ser 


Arg 


Lys 
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Urspriinglicher Rest 


Substitution 


Asn 


Gin, His 


Asp 


Glu i 


Cys 


Ser 1 


Gin 


Asn 


Glu 


Asp 


Gly 


Ala, Pro 


His 


Asn, Gin 


He 


Leu, Val 


Leu 


He, Val 


Lys 


Arg, Gin, Glu 


Met 


Leu, Tyr, He 


Phe 


Met, Leu, Tyr 


Ser 


Thr 


Thr 


Ser 


Trp 


Tyr 


Tyr 


Trp, Phe 


Val 


He, Leu 



Gegenstand der vorliegenden Erfmdung sind auch Nukleinsauren, die fiir die erfin- 
dungsgemaBen Untereinheiten codieren. 



Bei den erfindungsgemaBen Nukleinsauren handelt es sich insbesondere um einzel- 
strangige oder doppelstrangige Desoxyribonukleinsauren (DNA) oder Ribonuklein- 
sauren (RNA). Bevorzugte Ausfuhrungsfomien sind Fragmente genomischer DNA, 
die Introns enthalten konnen, und cDNAs. 



10 Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Nukleinsauren stellt eine 

cDNA dar, welche die Nukleotidsequenz gemaB SEQ ID NO: 2 besitzt. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind weiterhin DNA-Konstrukte, die eine 
erfindungsgemaBe Nukleinsaure und einen heterologen Promotor umfassen. 

Der Ausdruck "heterologer Promotor", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf 
5 einen Promotor, der andere Eigenschaften als derjenige Promotor aufweist, der im 
Ursprungsorganismus die Expression des betreffenden Gens kontrolliert. Der Aus- 
druck "Promotor", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich allgemein auf Expres- 
sionskontrollsequenzen. 

10 Die Auswahl von heterologen Promotoren ist davon abhangig, ob zur Expression 
pro- Oder eukaryotische Zellen oder zellfreie Systeme verwendet werden. Beispiele 
fur heterologe Promotoren sind der fruhe oder spate Promotor des SV40, des Adeno- 
virus oder des Cytomegalovirus, der "immediate early" Promotor aus Baculovirus, 
der Metallothionin-Promotor aus Drosophila melanogaster, das lac-System, das trp- 

15 System, die Haupt-Operator- und Promotorregionen des Phagen lambda, die Kon- 

trollregionen des fd-Hullproteins, der Promotor der 3-Phosphoglyceratkinase, der 
Promotor der Saurcn Phosphatase und der Promotor des a-Mating-Faktors der Hefe. 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Vektoren, die eine erfindungsgemaBe Nuk- 
20 leinsaure bzw. ein erfindungsgemaBes DNA-Konstrukt enthalten. Als Vektoren konnen 
alle in molekularbiologischen Laboratorien verv^^endete Plasmide, Phasmide, Cosmide, 
YACs oder kunstliche Chromosomen verwendet werden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch Wirtszellen, die eine erfindungs- 
25 gemaBe Nukleinsaure, ein erfindungsgemaBes DNA-Konstrukt oder einen erfin- 

dungsgemaBen Vektor enthalten. 

Als Wirtszellen eignen sich sow^ohl prokaryotische Zellen, wqe Bakterien der Gattun- 
gen Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces, Streptococcus, Staphylococcus, vorzugs- 
30 weise E. coli, als auch eukaryotische Zellen, wie Hefen, Sauger-, Amphibien-, 
Insekten- oder Pflanzenzellen. Bevorzugte eukaryotische Wirtszellen sind HEK-293-, 
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Schneider S2-, Spodoptera Sf9-, CHO-, COS1-, COS7-Zellen und Pflanzenzellen in 
Zellkultur. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind weiterhin Verfahren zum Hcrstellen der 
5 erfindungsgemaBen Untereinheiten. Zur Hcrslellung der Untereinheilen, die \on den 
erfindungsgemaBen Nukleinsauren codiert werden, kdnnen Wirtszellen, die eine der 
erfindungsgemaBen Nukleinsauren enthalten, unter geeigneten Bedingungen kultiviert 
werden. Dabei kann die zu exprimierende Nukleinsaure an die "Codon Usage" der 
Wirtszellen angepasst werden. Die gewiinschten Untereinheiten konnen danach auf 
10 ubliche Weise aus den Zellen oder dem Kulturmedium isoliert werden. Die Unterein- 

heiten konnen auch in in vitro-Systemen hergestellt werden. 

Ein schnelles Verfahren zum Isolieren der erfindungsgemaBen Untereinheiten, die von 
Wirtszellen unter Verwendung einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure synthelisiert 

15 werden, beginnt mit der Expression eines Fusionsproteins, wobei der Fusionspartner 
auf einfache Weise affinitatsgereinigt werden kann. Der Fusionspartner kann bei- 
spielsweise Glutathion S-Transferase sein. Das Fusionsprotein kann dann an einer 
Glutathion-Affinitatssaule gereinigt werden. Der Fusionspartner kann durch partielle 
proteolytische Spaltung beispielsweise an Linkem zwischen dem Fusionspartner und 

20 der zu reinigenden erfindungsgemaBen Untereinheit abgetrennt werden. Der Linker 
kann so gestaltet werden, dass er Ziel-Aminosauren, wie Arginin- und Lysin-Reste 
einschlieBt, die Stellen fiir eine Spaltung durch Trypsin definieren. Um solche Linker 
zu erzeugen, konnen Standard-Klonierungsverfahren unter Verwendung von Oligo- 
nukleotiden angewendet werden. 

25 

Weitere mogliche Reinigungsverfahren basieren auf praparativer Elektrophorese, 
FPLC, HPLC (z.B. unter Anwendung von Gelfiltrations-, Reversphasen- oder leicht 
hydrophoben Saulen), Gel filtration, differentieller Prazipitation, lonenaustausch-Chro- 
matographie und Affinitatschromatographie. 

30 
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Da Acetylcholinrezeploren aus Membranproteinen aufgebaul sind, w erden in den Rei- 
nigungsverfahren vorzugsweise Detergensextraktionen durchgefuhrt. beispielsweise 
unter Venvendung von Detergenzien, die die Sekundar- und Tertiarstrukturen der 
Polypeptide nicht oder nur wenig beeinflussen, wie nicht-ionische Detergenzien. 

Die Reinigung der erfindungsgemaBen Untereinheiten kann die Isolierung von Mem- 
branen ausgehend von Wirtszellen, die die erfindungsgemaBen Nukleinsauren expri- 
mieren, umfassen. Vorzugsweise exprimieren solche Zellen die erfindungsgemaBen 
Polypeptide in einer ausreichenden Kopienanzahl, so dass die Menge der Polypeptide 
in einer Membranfraktion mindestens 10-fach hoher ist als diejenige, die in vergleich- 
baren Membranen von Zellen gefunden wird, die Acetylcholinrezeptoren naturlicher- 
weise exprimieren; besonders bevorzugt ist die Menge mindestens 100-fach, ganz 
besonders bevorzugt mindestens 1 000-fach hoher. 

Die Ausdriicke "Isolierung oder Reinigung", wie sie hierin verwendet werden, 
bedeuten, dass die erfindungsgemaBen Untereinheiten von anderen Proteinen oder 
anderen Makromolekulen der Zelle oder des Gewebes abgetrennt werden. Vorzugs- 
weise ist eine die erfindungsgemaBen Untereinheiten enthaltende Zusammensetzung 
hinsichtlich des Proteingehalts gegenuber einer Preparation aus den Wirtszellen min- 
destens 10-fach und besonders bevorzugt mindestens 100-fach angereichert. 

Die erfindungsgemaBen Untereinheiten konnen auch ohne Fusionspartner mit Hilfe 
von Antikorpem, die an die Polypeptide binden, affinitatsgereinigt werden. 

Femer sind auch Verfahren zum Herstellen der erfindungsgemaBen Nukleinsauren 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Die erfindungsgemaBen Nukleinsauren 
konnen auf die ubliche Weise hergestellt werden. Beispielsweise konnen die Nuklein- 
sauremolekiile vollstandig chemisch synthetisiert werden. Man kann auch Genfrag- 
mente, z.B. aus Genen fur Acetylcholinrezeptor-Untereinheiten aus Insekten, in das 
Gen von Interesse, z.B. ein Gen fiir eine Acetylcholinrezeptor-Untereinheit von 
Vertebraten, einfuhren. Dazu konnen Restriktionsschnittstellen ausgenutzt werden oder 
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auch geeignete Restriktionsschnittstellen geschaffen werden, beispielsweise mit den 
Methoden der "site-directed mutagenesis" oder der PCR. SchlieBlich konnen Gene fur 
Acetylcholinrezeptor-Untereinheiten von Interesse auch direkt mit den Methoden der 
"site-directed mutagenesis" oder der PCR xerandert werden, um die gewunschten 
5 Eigenschaften und Struktumierkmale zu erzielen. Auch die homologe Rekombination 

zwischen DNA-Sequenzen bietet eine MogHchkeit zur gezielten Veranderung der 
Gene. 

Fur PCR-Verfahren werden chemisch synthetisierte Oligonukleotide als Primer einge- 
10 setzt. Der Ausdruck "01igonukleotid{e)", wie er hierin verwendet wird, bedeutet 
DNA-Molekule, die aus 10 bis 50 Nukleotiden, vorzugsweise 15 bis 30 Nukleotiden, 
bestehen. Sie werden chemisch synthetisiert. 

Mit Hilfe der erfindungsgemaBen Nukleinsauren bzw. Acetylcholinrezeptor-Unterein- 
15 heiten konnen neue Wirkstoffe fur den Pflanzenschutz bzw. pharmazeutische Wirk- 
stoffe flir die Behandlung von Mensch und Tier, wie chemische Verbindungen, welche 
als Modulatoren, insbesondere als Agonisten oder Antagonisten, die Eigenschaften der 
erfindungsgemaBen Acetylcholinrezeptoren verandem, identifiziert werden. Dazu wird 
ein rekombinantes DNA-Molekul, das zumindest eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure 
20 umfasst, in eine geeignete Wirtszelle eingebracht. Die Wirtzelle wird in Gegenwart 
einer oder mehrerer Verbindung unter Bedingungen kultiviert, die die Expression der 
erfindungsgemaBen Rezeptoren erlauben. Die Detektion veranderter Leitungseigen- 
schaften ermoglicht das Auffinden beispielsweise insektizider Substanzen. 

25 Veranderungen der Rezeptoreigenschaften wie z.B. Offnung des Kanals, fehlende Off- 

nung des Kanals trotz Anwesenheit eines Agonisten in ausreichender Konzentration, 
veranderte Offiiungswahrscheinlichkeit oder -dauer fuhren zu entsprechenden Verande- 
rungen des lonenstroms durch den KanaL Diese konnen z.B. mit elektrophysiolo- 
gischen Methoden direkt verfolgt werden (Gopalakrishnan et al 1995, Buisson et al. 

30 1996, Stetzer et al. 1996, Ragozzino et al. 1997). Auch radioaktiv markierte lonen wie 

z.B. ^^'Rb-Ionen erlauben eine direkte Verfolgung des lonenstroms (Gopalaknshnan et 
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al. 1996). Es kann auch die aus dem lonenstrom resultierende Veranderung des Meni- 
branpotentials mit spannungssensitiven Farbstoffen dargestellt werden. Biologische 
Spannungssensoren sind ebenfalls beschneben. Veranderungen des Membranpotentials 
fuhren in Zellen weiterhin zu einer Vielzahl von physiologischen Veranderungen, die 
5 mittelbar oder unmittelbar nachweisbar sind, wie z.B. Offnung, SchlieBung, veranderle 

Offhungswahrscheinlichkeit oder -dauer von spannungsabhangigen lonenkanalen. 
Diese konnen ebenfalls mit den oben beschriebenen Methoden detektiert werden. Falls 
der lonenstrom durch den Acetylcholinrezeptor Calciumionen enthalten kann, oder 
falls der lonenstrom durch einen sekundar geoffheten Kanal Calciumionen enthalten 
10 kann, kann die Konzentrationsanderung des freien intrazellularen Calciums z.B. mit 
Calcium-sensitiven Farbstoffen nachgewiesen werden (Stetzer et al. 1996, Delbono et 
al. 1997, Staudermann et al. 1998, Zhang et al. 1999). Weitere bekannte Verfahren zum 
Nachweis der Anderung der intrazellularen Calciumkonzentration sind die Verwen- 
dung biolumineszenter Proteine oder der Einsatz von Reportergen-Konstrukten. 

15 

Der Ausdruck "Agonist", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf ein Molekul, 
das Acetylcholinrezeptoren aktiviert. 

Der Ausdruck "Antagonist", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf ein Mole- 
20 kul, nach dessen Bindung die Aktivierung des Rezeptors evtl. selbst nach Binden 
eines Agonisten ausbleibt. 

Der Ausdruck "Modulator", wie er hierin verwendet wird, stellt den Oberbegriff zu 
Agonist bzw. Antagonist dar. Modulatoren konnen kleine organisch-chemische 

25 Molekule, Peptide oder Antikorper sein, die an die erfmdungsgemaBen Rezeptoren 

binden. Weiterhin konnen Modulatoren kleine organisch-chemische Molekule, Pep- 
tide oder Antikorper sein, die an ein Molekul binden, w^elches wqederum an die erfm- 
dungsgemaBen Rezeptoren bindet, und dadurch deren biologische Aktivitat beein- 
flusst. Modulatoren konnen Mimetika von naturlichen Substraten und Liganden dar- 

30 stellen. 
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Vorzugsweise handelt es sich bei den Modulatoren um kleine organisch-chemische 
Verbindungen. 
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Erlauterungen zum Sequenzprotokoll und zu den Abbildungen: 

SEQ ID NO: 1 zeigt einen Aminosauresequenzbereich aus der a-Untereinheit von 
Torpedo califomica; 

SEQ ID NO: 2 zeigt die Nukleolidsequenz einer erfindungsgemaBen a-Unlereinheil: 
SEQ ID NO: 3 zeigt die von SEQ ID NO:2 abgeleitete Aminosauresequenz; 
SEQ ID NO: 4 zeigt die Sequenz des Primers 1 aus Beispiel 1 A; 
SEQ ID NO: 5 zeigt die Sequenz des Primers 2 aus Beispiel 1 A; 

SEQ ID NO: 6 zeigt die Nukleolidsequenz der Ligandenbmdedomane der al-Unter- 
einheit von Heliothis virescens; 

SEQ ID NO: 7 zeigt die von SEQ ID NO: 6 abgeleitete Aminosauresequenz; 

SEQ ID NO: 8 zeigt die Sequenz des Primers 1 aus Beispiel IB; 

SEQ ID NO: 9 zeigt die Sequenz des Primers 2 aus Beispiel IB; 

SEQ ID NO: 10 zeigt die Nukleotidsequenz der "insektentypischen Insertion" 

SEQ ID NO: 1 1 zeigt die von SEQ ID NO: 10 abgeleitete Aminosauresequenz; 

SEQ ID NO: 12 zeigt die Sequenz des Primers 1 aus Beispiel IC; 

SEQ ID NO: 13 zeigt die Sequenz des Primers 2 aus Beispiel IC; 

SEQ ID NO: 1 4 zeigt die Nukleotidsequenz der Nukleinsaure aus Beispiel 1 D; 

SEQ ID NO: 15 zeigt die von SEQ ID NO: 14 abgeleitete Aminosauresequenz; 

SEQ ID NO: 16 zeigt die Sequenz des Primers 1 aus Beispiel ID; 

SEQ ID NO: 17 zeigt die Sequenz des Primers 2 aus Beispiel ID; 

SEQ ID NO: 18 zeigt die Sequenz des Primers 1 fur die Konstruktion des Vektors 

pBluescript KS^ -delta SacI; 

SEQ ID NO: 19 zeigt die Sequenz des Primers 2 fur die Konstruktion des Vektors 
pBluescript KS" -delta SacI; 

SEQ ID NO: 20 zeigt die Sequenz des Primers 3 aus Beispiel ID; 
SEQ ID NO: 21 zeigt die Sequenz des Primers 4 aus Beispiel ID. 

Die Abbildung 1 zeigt emen Sequenzvergleich von a-Unleremheiten nikotinischer 
Acetylcholinrezeptoren verschiedener Insekten- und Vertebratenspezies im Bereich 
der liaandenbindenden Domane.Die aufgefuhrten Sequenzen wurden mit Hilfe des 
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ClustalX Programmes (Version 1.81) im Bereich der putativen ligandenbindenden 
Domane (Changeux et al. 1992) aligniert. Die zwischen der Heliolhis-al- und der 
Huhn-a4-Untereinheit ausgetauschten Bereiche sind umrandet. Fett gedruckt sind 
dabei die Aminosauren, welche durch die Klonierung in die a4-Untereinheit des 
5 Huhns eingefuhrl wurden. Die mit einem Stem markierten Aminosaurepositionen 
sind essentiell fur die Bindung des Acetylcholins (Changeux et al. 1992). Die mit 
einem Pfeil versehenen Stellen markieren den Anfang und das Ende des in 
SEQ ID NO: 6 ausgetauschten Bereiches 

10 Die Abbildung 2 zeigt Strom-Zeit-Kur\xn, die von in Xenopus-Oocyten exprimierten 
Acetylcholinrezeptoren abgeleitet wurden: 

A: Rezeptoren enthaltend Untereinheiten gemaB SEQ ID NO: 3 und Huhn p2 
B: Rezeptoren enthaltend Huhn a4- und Huhn p2-Untereinheiten 
15 C: Rezeptoren enthaltend Heliothis virescens ocl- und Huhn p2-Untereinheiten 
D: Rezeptoren enthaltend Untereinheiten gemaB SEQ ID NO: 7 und Huhn p2 
E: Rezeptoren enthaltend Untereinheiten gemaB SEQ ID NO: 1 1 und Huhn p2 
F: Rezeptoren enthaltend Untereinheiten gemaB SEQ ID NO: 15 und Huhn p2 

20 Die Abbildung 3 zeigt zeigt Strom-Zeit-Kur\^en, die von in Sf9 exprimierten Acetyl- 
cholinrezeptoren abgeleitet wurden: 

A: Rezeptoren enthaltend Huhn a4- und Huhn p2-Untereinheiten 

B: Rezeptoren enthaltend Untereinheiten gemaB SEQ ID NO: 3 und Huhn p2 

25 

Die Abbildung 4 zeigt den Anstieg des intrazellularen Calciums in Sf9-Zellen, die 
die Rezeptoren gemaB SEQ ID NO: 3 und Huhn p2 (oben) bzw. Huhn a4- und Huhn 
p2-Untereinheiten (unten) exprimierten. 
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Beispiele: 
Allgemeines 

5 Es wurden verschiedene Nukleinsiiuren generiert, die fur modi fi/.ierte a-Untereinheiten 
codieren. 

Neben der Nukleinsaure gemaB SEQ ID NO: 2 wurden auch Nukleinsauren auf Basis 
der Huhn a4-Untereinheit erzeugt. welche entweder groBere Bereiche (SEQ ID NO: 6) 

1 0 Oder aber kleinere Bereiche aus dem ligandenbindenden Aminosaurebereich der Helio- 
this virescens al-Untereinheit (SEQ ID NO: 10. 14) enthalten. Mit keiner der drei ent- 
sprechenden modifizierten a-Unlereinheiten konnte die gestellte Autgabe gelost vver- 
den. Die Untereinheit gemaB SEQ ID NO: 7 besitzt zwar im Oocyten-Expressions- 
system zusammen mit der Huhn p2-Untereinheil eine deutliche Empfindlichkeit fur 

1 5 Insektizide des Chlomikotinyl-Typs, ist aber in Zelllinien (z.B. Spodoptera Irugiperda 
SF 9-Zellen oder HEK 293-Zellen) nicht funktionell auspragbar. Dies entspricht dem 
Verhalten der Wildtyp al-Untereinheit aus Heliothis in Kombination mit der Huhn p2- 
Untereinheit. 

20 Bei den a-Untereinheiten gemaB SEQ ID NO: 11, 15 war keine Empfindlichkeit fur 
Insektizide des Chlomikotinyl-Typs nachweisbar. Ihre pharmakologischen Eigen- 
schaften entsprechen denen des Wildt>'p Huhn a4/p2-Rezeptors und sind damit nicht 
fur die oben genannte Fragestellung geeignet. 

25 Somit ist es von entscheidender Bedeutung fur die Kombination der guten Expres- 
sionseigenschaften der a4-Untereinheit aus dem Huhn und der gewunschten insekten- 
artigen Pharmakologie der Heliothis virescens al-Untereinheit. einen eng defmierten 
Bereich innerhalb der Ligandenbindedomane der a-Untereinheiten auszutauschen. Das 
Polypetid gemaB SEQ ID NO: 3 enthalt diesen Bereich. 
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Beispiel 1 

Konstruktion der beschriebenen Nukleinsauren 
Allgemeines 

Die Manipulation von Polynukleotiden erfolgte nach Standardmethoden der rekom- 
binanten DNA Technologic (Sambrook et al. 1989). Die bioinformatische Bearbei- 
tung von Nukleotid- und Proteinsequenzen erfolgten mit dem Programmpaket GCG 
Version 10.0 (GCG Genetics Computer Group, Inc., Madison Wisconsin, USA), 

A) Konstruktion der Nukleinsaure gemaB SEQ ID NO: 2 

a) Bei einem pBluescript KS" (Stratagene, Heidelberg, Deutschland) wurde 
mittels Quickchange (Stratagene, Heidelberg, Deutschland) nach Angaben 
des Herstellers unter Verwendung der folgenden Oligonukleotide: SEQ ID 
NO: 18 (5'-GAACA.A.AAGCTGGAGGTCCACCGCGGTGGC-3') und SEQ 
ID NO: 19 (5'-GCCACCGCGGTGGACCTCCAGCTTTTGTTC-3') die 
Sacl-Restriktionsschnittstelle entfemt. 

b) Als Templat fur eine Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) diente die cDNA 
der al-Untereinheit des nikotinischen Acetylcholinrezeptors von Heliothis 
virescens (Genbank AJ000399) im Vektor pBluescript KS" (lOng/^1). Als 
Primer wurden Oligonukleotide der Sequenz SEQ ID NO: 4 (5'- 
CACGTGCCCTCCGAGCTCATCTGGCGGCCGG-3') fur das 5'-Ende des 
zu amplifizierenden Fragments und SEQ ID NO: 5 (5'- 
GTCATATGTCCACGAGCCGAAC-3') fur das 3'-Ende des Fragments in 
einer Konzentration von jevveils 15 pmol/|il eingesetzt. Die verwendete 
Polymerase war PfuTurbo (Stratagene, Heidelberg, Deutschland). Betain 
wurde als 5 M Stammlosung in Wasser eingesetzt. Die Nukleotid-Stammlo- 
sung enthielt alle 4 Nukleotide in einer Konzentration von je ImM. 
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Ansatz: 5\A^\ H2O 

10 ^l lOx PfuTurbo Puffer (Stratagene, Heidelberg, Deutschland) 

2 ^l Templat-DNA (20ng) 

2 \il d'NTP mix, jeweils ImM 

2 Primer flir das 5'-Ende 

2 ^1 Primer fiir das 3'-Ende 

2,6 |il Dimethylsulfoxid (wasserfrei) 

26 |il Betain 

2 (il PfuTurbo Polymerase (Stratagene, Heidelberg, Deutschland) 
PCRProg.: (1)95X Imin 

(2) 95X 30sec 

(3) 55X 30sec 

(4) 72°C 30sec, 29 mal zuruck zu (2) 

(5) 4X Pause 

Nach der PCR wurde das Reaktionsprodukt mittels TOPO-TA Kit (Invitrogen, La 
Jolla, CA, USA) nach Angaben des Herstellers in einen TOPO-TA Vektor subklo- 
niert. Eine Kolonie, die ein Plasmid mit dem amplifizierten Fragment enthielt, wurde 
mit Hilfe von Restriktionsverdaus identifiziert. Aus ihr wurde Plasmid-DNA mit 
ublichen Methoden gewonnen. Aus dieser DNA wurde ein Sacl/Ndel-Fragment mit 
liblichen Methoden isoliert. 

Parallel dazu w^urde die cDNA der a4-Untereinheit des nikotinischen Acetylcholin- 
rezeptors des Huhns (Genbank AJ250361) in den oben beschriebenen Vektor gemaB 
lAa (pBluescript KS" ohne Sac I) uber flankierende EcoRI-Schnittstellen kloniert. 
Dieses Plasmid wurde anschliefiend mit Sad und Ndel verdaut. 
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Das Sad Ndel-Fragment wurde mit ublichen Methoden in die geoffnete cDNA der 
a4-Untereinheit des Huhns ligiert. Ein Aliquot des Ligationsansatzes wurde mit ubli- 
chen Methoden in kompetente E.coli Zellen des Stammes DH5a (Gibco. Karlsruhe. 
Deutschland) transfomiiert. 

Eine Kolonie, die ein Plasmid mit dem einligierten Fragment enthielt, wurde mil 
Hilfe von Restnktionsverdaus identifiziert. Aus ihr wurde Plasmid-DNA mit ubli- 
chen Methoden gewonnen. Aus dieser DNA wurde ein BamHI/Eco47III-Fragment 
isoliert. 

Parallel dazu wurde die cDNA der a4-Untereinheit des nikotinischen Acetylcholin- 
rezeptors des Huhns mit BamHl und Eco47IlI verdaut. Die cDNA war kloniert in 
den Veklor pcDNA3.r. Das BamHI/Eco47III-Fragment wurde mit Ublichen Metho- 
den in die geoffnete cDNA der a4-Untereinheit des Huhns ligiert. Ein Aliquot des 
Ligationsansatzes wurde in kompetente E.coli Zellen des Stammes DH5a transfor- 
miert. 

Eine Kolonie, die ein Plasmid mit dem einligierten Fragment enthielt, wurde mit 
Hilfe von Restnktionsverdaus identifiziert. Aus ihr wurde Plasmid-DNA mit ubli- 
chen Methoden gewonnen. Diese Plasmid-DNA wurde fur Injektionen in Xenopus- 
Oocyten verwendet. 

B) Konstruktion einer Nukleinsaure gemaB SEQ ID NO: 6 

Mittels PCR mit den folgenden Oligonukleotiden: SEQ ID NO: 8 
(5'-CCGGAGCTCATCTGGCGGCCGGACATAGTC-3-) und SEQ ID NO: 9 (5 - 
CCGAGATCTCGTCGCAGCACGTGTAGAACT-3') wurde der Bereich zwischen 
Aminosaure 113 und Aminosaure 239 des Voriiiufers (siehe auch Abbildung 1) der 
al-Unlereinheit von Heliothis virescens (Genbank AJ000399) im Vektor pBluescript 
KS' (lOng/nl)) amplifiziert und mit Restriktionsschnittstellen fur SstI und Bglll ver- 
sehen. 
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Der Ansatz flir die PCR sah w ie folgt aus: 

Ansatz: 51,4|il H2O 

10 ^il lOx PfuTurbo Puffer (Slratagene, Heidelberg, Deutschland) 

2 ^1 Templat-DNA (20ng) 

2 |il d'NTP mix, jeweils ImM 

2 ]i\ Primer fiir das 5'-Ende 

2 1^1 Primer fiir das 3'-Ende 

2,6 \i\ Dimethylsulfoxid (wasserfrei) 

26 |il Betain 

2 jil PfuTurbo Polymerase (Stratagene, Heidelberg, Deutschland) 
PCR Prog.: (1)95°C Imin 

(2) 95°C 30sec 

(3) 55°C 30sec 

(4) 72°C 30sec, 29 mal zuruck zu (2) 

(5) 4°C Pause 



a) Im Anschluss an die PCR wurden die PCR-Produkte mit Hilfe des PCR-Puri- 
fication-Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Angaben des Herstcllers 
aufgereinigt und mit den Restriktionsendonukleasen SstI und Bglll verdaut. 

b) Parallel dazu woirde die DNA der Huhn a4-Untereinheit (Genbank AJ250361 ) 
im Vektor gemaB 1 Aa mit den Restriktionsenzymen Sad und Bglll verdaut. 
AnschlieBend wurde das Fragment zwischen der Sad- und der Bglll-Schnitt- 
stelle vom Rest des linearisierten Plasmids durch Agarosegelelktrophorese 
entfemt. 
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Die Fragmente aus a) und b) wurden dann nach ublichen Verfahren miteinandcr 
ligiert und die Ligationsprodukte in Bakterien des Stammes XL- 1 -Blue (Stratagene, 
Heidelberg, Deutschland) transformierl. Eine Kolonie, die ein Plasmid mit dem ein- 
ligierten Fragment enthielt, wurde mit Hilfe von Restriktions\ erdaus identifiziert. 
Aus ihr wurde Plasmid-DNA mit ublichen Methoden gewonnen. Diese Plasmid- 
DNA wurde fur Injektionen in Xenopus-Oocyten verwendet. 

C) Konstruktion einer Nukleinsaure gemaB SEQ ID NO: 10 

In die DNA der Huhn a4-Untereinheit (Genbank AJ250361) im Vektor gemaB lAa 
wurde durch Quickchange Mutagenese (Stratagene, Heidelberg, Deutschland) die 
sogenannte insektentypische Insertion (codierend fur RHIDEARGTNVVELG) ein- 
gefugt. Die Mutagenese wurde nach Angaben des Herstellers mit Hilfe der folgenden 
Oligonukleotide durchgefuhrt: SEQ ID NO: 12 (5 '- 

GCTAAGATAGACTTGAGACACATCGATGAGGCTAGAGGAACCAACGTGG 
TAGAACTGGGTGTGGACCAACTGGACTACTGG-3') und SEQ ID NO: 13 (S'- 
CCAGTAGTCCAGTTGGTCCACACCCAGTTCTACCACGTTGGTTCCTCTAG 
CCTCATCGATGTGTCTCAAGTCTATCTTAGC-3') 

D) Konstruktion einer Nukleinsaure gemalJ SEQ ID NO: 14 

Die Nukleinsaure gemaB SEQ ID NO: 14 w^urde ausgehend von der der Huhn a4- 
Untereinheit (Genbank AJ250361) im Vektor gemaB lAa durch eine zweistufige 
Quickchange Mutagenese (Stratagene, Heidelberg, Deutschland) nach Angaben des 
Herstellers erzeugt. Fur die erste Reaktion fanden folgende Oligonukleotide Verwen- 
dung; 

SEQ ID NO: 16 (5 '. 

CAACAGCAAGAAATATGAATGCTGCGACGAGCCCTACCTTGATATAACTT 
TCAACTTCATTATCCGGAGGCTGCCGCTG-3') und SEQ ID NO: 17 (5 - 
CAGCGGCAGCCTCCGGATAATGAAGTTGAAAGTTATATCAAGGTAGGGC 
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TCGTCGCAGCATTCATATTTCTTGCTGTTG-3'). Dieses Produkt wurde 
anschlieBend einer zweiten Quickchange Mutagense mit folgenden Oligonukleotiden 
unterzogen: SEQ ID NO: 20 (5'-GC GGG GAG TGG GTC ATC TTAGAA GTC 
CCG GCC GTT CGC AAC GAA AAG TTT TAT ACA TGC TGC GAC GAG CCC 
5 TAG C-3') und SEQ ID NO: 21 (5'-G GTA GGG CTC GTC GCA GCA TGT ATA 
AAA CTT TTC GTT GGG AAC GGC CGG GAC TTC AATGAT GAC CCA CTC 
CCC GC-3 ') 



10 



Beispiel 2 

Expression der modifizierten Acetylcholinrezeptoren in Xenopus-Oocyten 



Allgemeines 

15 Urn die Wirkung von Acetylcholin, Imidacloprid oder anderen potenziellen Ago- 
nisten der Acetylcholinrezeptoren auf die hergestellten modifizierten Rezeptoren zu 
charakterisieren, wurden elektrophysiologische Messungen an Xenopus-Oocyten 
durchgefuhrt. Die entsprechenden Methoden und Versuchsanordnungen sind in der 
Literatur an vielen Stellen beschrieben worden (s. z.B. Kettenmann & Grantyn, eds. 

20 1992). Die Expression von klonierten oder rekombinant hergestellten Rezeptorgenen 
in Xenopus-Oocyten hat eine Reihe von technischen Vorteilen. Die Oocyten lassen 
sich durch einfache Injektion von mRNA oder cDNA zur Expression der entspre- 
chenden Rezeptoren anregen und an diesen Zellen konnen die notwendigen elektro- 
physiologischen Messungen besonders einfach und bequem durchgefuhrt werden 

25 (z.B. Bertrand et al. 1992, Amar et al. 1993, Cooper et al. 1996). 



Expression der modifizierten Rezeptoren in Xenopus-Oocyten 

Xenopus-Oocyten wurden isoliert und wie bereits beschrieben bereitgestelU 
30 (Bertrand et al. 1991). Am ersten Tag nach der Isolierung der Oocyten wurden 
jeweils 10 nl einer Losung mit 2 ng eines entsprechenden cDNA-Expressionsvektors 
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in die Zellkeme der Ooc\len injiziert. Die Oocyten wurden 3 - 5 Tage bei 19^C in 
einem geeignelen Medium gehalten (BARTH-Losung bestehend (in mM) aus NaCl 
88, KCl 1, NaHC03 2,4, MgS04 0,82, Ca(N03)2 0,33, CaCb 0,41, HEPES 10, pH 
7,4). Nach dieser Zeit wurden die elektrophysiologischen Versuche durchgefuhrt. 

5 

Elektrophysiologische Experimente 

Elektrophysiologische Aufzeichnungen wurden unter Verwendung einer Dualelek- 
troden-Spannungsklemme nach bewahrten und bekannten Methoden durchgefuhrt 

10 (vgl Bertrand et al. 1992). Jede Oocyte wurde einzeln in eine Messkanimer platziert 
und mit zwei Mikroelektroden angestochen. Die Mikroelektroden sind fein ausgezo- 
gene Glaskapillaren, die mit einer geeigneten Salzlosung (z.B. 3M KCl oder 1,5M K- 
Acetat mit lOOmM KCl) gefullt wurden und dann einen Serienwiderstand von 0,3 - 
1,2 M-Ohm aufweisen. Die Membranspannung w^urde mit Hilfe des Voltage-Clamp- 

15 Verstarkers (TEC-00, Fa. npi, Tamm, Deutschland) auf -80mV festgesetzt und der 

Einwartsstrom, der durch die Zellmembran flieBt, wurde gemessen und mit einem 
Computer registriert. Die Messkammer wurde mit Frosch-Ringerlosung, enthaltend: 
115 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 1,8 mM CaCb; 10 mM HEPES; bei pH 7,4 (eingestellt 
mit NaOH) mit einer FlieBgeschwindigkeit von 5-10 ml/Minute durchstromt. Um 

20 Acetylcholin, Imidacloprid oder eine andere Wirksubstanz an diesen Oocyten zu 
testen, wurde die Substanz in der vorgesehenen Konzentration der Frosch-Ringer- 
Losung zugesetzt und die Perfusion der Messkammer wurde kurzfristig auf diese 
Testldsung umgestellt. Acetylcholin (Fluka, Buchs, Schweiz) wurde als Stammlo- 
sung bei -20°C aufbewahrt und unmittelbar vor dem Experiment der Messlosung 

25 zugegeben. 

Alle modifizierten Rezeptoren, die auf Acetylcholin reagierten, wurden anschlieBend 
auch mit Imidacloprid getestet. Dabei ist am Auftreten eines zusatzlichen Einwarts- 
Stromsignals sogleich zu erkennen, ob die in der jeweiligen Oocyte ausgepragte 
30 Rezeptor\ ariante von Imidacloprid aktiviert werden kann, oder nicht. 
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Um die Empfindlichkeit der modifizierten Rezeptoren auf Acetylcholin und Imida- 
cloprid genauer zu charakterisieren. wurden Dosis-Wirkungs-Kun en aufgenommen. 
indem das oben beschriebene Experiment mit unterschiedlichen Konzentrationen der 
Substanz wiederholt wurde. Die Darstellung der relativen Signalstarken (bezogen auf 
die Strom-Antwort, die von einer Standarddosis Acetylcholin, hier meist 0,32 \iM, 
ausgelost wird) gegen die Konzentration der Testsubstanz erlaubt unmittelbar den 
Vergleich, welche Rezeptorv arianten gegenuber Imidacloprid besonders empfindlich 
sind indem erheblich geringere Konzentration an Imidacloprid erforderlich sind, um 
ein Stromsignal auszulosen. 

Beispiel 3 

Funktionelle Expression eines modifizierten Acetylcholinreze ptors in Sf9-Zellinien, 
enthaltend die modifizierte Untereinheit gemaB SEP ID NO: 3 

Spodoptera frugiperda 9 (Sf9) Zellen wurden gleichzeitig mit cDNA-Expres- 
sionsplasmiden, die fur die modifizierte Hcliothis/Huhn-Untereinheit und fur die 
Huhn B2-Untereinheit codieren, unter Verwendung einer liposomalen Transfektions- 
reagenz (DAC-30, Eurogentec, Belgien) transfiziert. 24 bis 48 Stunden nach Trans- 
fektion wurden die Strome durch die Zellmembran der Sf9-Zellen mit Ganz-Zell- 
Ableitungen gemessen. Dazu wurde die Potenzialdifferenz uber die Zellmembran auf 
-70 mV konstant gehalten. Substanzapplikationen erfolgten mittels der U-Tube- 
reversed flow technique (Fenwick 1982). Das Volumen der Versuchskammer, die 
kontinuierlich mit Badlosung perfundiert wurde (3 ml/min), betrug wenigcr als 0,5 
ml. Die Standardperfusionslosung (extrazellulares Medium) hatte folgende Zusam- 
mensetzung (in mM): 150 NaCl, 4 KCl, 2 MgCl2, 2 CaCb, 10 HEPES (pH 7,3). Die 
Pipettenlosung enthielt (in mM): 150 KCl, 10 HEPES 10 K-EGTA (pH 7,2). Die 
Mikroelektroden wurden am Elektrodenpuller (Zeitz, Deutschland) aus Borosili- 
catglasrohlingen (AuBendurchmesser 1,6 mm. Hilgenberg. Deutschland) hcrgestellt. 
Der Widerstand der feuerpolierten Mikroelektroden lag bei VeiAvendung der obenge- 
nannten Pipetten- und Badlosung zwischen 4 und 6 MQ. Alle Versuche wurden bei 
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Raumtemperatur (22 - 25^C) mit einem L M-EPC7 patch-clamp-Verstarker (List 
electronic) durchgefuhrt. Die analogen Signale wurden mittels 8pole-Besselfilter auf 
315 Hz gefiltert und mit 1 kHz digitalisiert. Zur Aufnahme und Analyse der Daten 
wurde die Software pClamp (Version 6.06) benutzt. Nach Erreichen des "giga-seals" 
5 wurden die schnellen Storkapazitalen (Pipettenkapazitat) mit dem C-Fast-Kompen- 
sations-modus des EPC-7 kompensiert. Es wurde keine Kompensation des Serien- 
widerstands (Zellkapazitat) vorgenommen. 

Zur Uberprufung, ob die Expression der cDNAs, die fur die modifizierte Helio- 
10 this/Huhn-Untereinheit gemaB SEQ ID NO: 3 und die Huhn B2-Untereinheit codie- 
^ ^ ren, zur Produktion funktioneller Acetylcholinrezeptoren in den Zellen fuhrte, wurde 

nach der oben beschriebenen Methode Ganz-Zell-Ableitungen durchgefuhrt und die 
Zellen dabei mit Acetyicholin (1000 ^M) bzw, Imidacloprid (100 |iM) stimuliert. 
Unmittelbar nach dem Stimulus konnten starke Einwartsstrome gemessen werden, 
15 die typisch fiir die Aktivierung von lonenkanalen waren und zw^ar sowohl bei Appli- 
kation von 1000 |iM Acetyicholin als auch bei Applikation von 100 jiiM Imidacloprid 
(Abb. 3). Die Einwartsstrome induziert durch 100 |uM Imidacloprid waren im Mittel 
etwa halb so groB (0.46 + 0.09, n = 5 Zellen) wie die Einwartsstrome ausgelost durch 
1000 |iM Acetyicholin. Dagegen traten an Sf9-Zellen, die gleichzeitig mit cDNA- 
20 Expressionsplasmiden transfiziert wurden, die fur die Huhn-Untereinheit a4 und die 
^ Huhn-Untereinheit B2 kodieren, nach Applikation von 100 ^M Imidacloprid entwe- 

^ der keine oder nur sehr schwache Einw^artsstrome auf, die im Mittel 20mal kleiner 

waren (0.05 ± 0.06, n= 5 Zellen), als die Einwartsstrome verursacht durch 1000 
Acetyicholin. 
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die Acetylcholinrezeptor-a-Untereinheit mit einer 
Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO: 3 zusammen mit der p2-Untereinheit aus 
dem Huhn einen funktionellen Rezeptor in Sf9-Zellen bildet, der sich pharmakolo- 
gisch deutlich vom rekombinant exprimierten Huhn a4-p2 des Huhns unterscheidet. 



30 
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Beispiel 4 

Nachweis der Aktivierung der zellular exprimierten Acetylcholinrezeptoren enthal- 
tend eine Untereinheit gemafi SEQ ID NO: 3 durch Agonisten mittels Calcium- 
5 Imaging 

Zellkultur und Gentransfer 

SF9-Zellen wurden in einer Mischung aus Va TCI 00 Medium (Gibco, Karlsruhe, 
10 Deutschland) + 'A SF900 Medium (Gibco, Karlsruhe, Deutschland), 10 % foetalem 
Kalberserum, 0,1% Pluronic (Gibco, Karlsruhe, Deutschland) bei 27''C kultiviert. 
Fur den Gentransfer wurde DAC-30 (Eurogentec) nach Angaben des Herstellers 
vervvendet. 24 Stunden bis 48 Stunden nach dem Gentransfer wurden die Zellen in 
verschiedenen Dichten in Mikrotiterplatten ausgesat. Gentechnisch veranderte Zellen 
15 wurden durch Wachstum in Dulbeccos Modified Eagles Medium und 10 % foetalem 
Kalberserum und 150 - 500 ug/ml Hygromycin wahrend 3 bis 4 Wochen selektio- 
niert. Resistente Einzelklone wurden wie unten beschrieben analysiert. 
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Fura-2-Messungen 



Die Veranderungen der intrazellularen Calcium-Konzentration wurden mit Fura-2 
gemessen. Eine Stammlosung mit 2 mM Fura-2-acetoxymethylester (Sigma, Miin- 
chen, Deutschland) in Dimethylsulfoxid (DMSO) wurde auf eine Endkonzentration 
von 10 ^M in Va TCI 00 Medium (Gibco, Karlsruhe, Deutschland) + Va SF900 

25 Medium (Gibco, Karlsruhe, Deutschland) mit 2% Rinderserumalbumin (Sigma, 

Munchen, Deutschland) verdiinnt. Die Zellen wurden in einer Mikrotiterplatte in 
dieser Losung 45 bis 60 Minuten lang inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 
zweimal in N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N'-(2-ethanesulfonic acid) (5 mM 
HEPES) gepufferter Calcium-Puffer (HEPES-gepufferte Salzlosung, pH 7,2 mit 84 

30 mM CaCb, gewaschen. 100 \x\ Tyrodepuffer wurde in die Vertiefungen der Mikro- 
titerplatte gegeben und die Zellen wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop (Axio- 
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vert, Zeiss, Jena, Deutschland) abwechselnd mil Licht der Wellenlange 340 nm und 
380 nm bestrahlt. Eine Serie von Videobildem 120 Bilder mit einer Zeilaufldsung 
von 250 msec wurden mit Hilfe eines TILL Imago CCD Polychrom Bildanalyse 
Systems (T.I.L.L. Photonics, Martinsried, Deutschland) aufgenommen und mit Hilfe 
5 der TILLVision Software (3.3, T.I.L.L. Photonics, Marlinsried, Deutschland) analy- 
siert. Nach der Aufnahme von 30 Bildem wurden die Zellen durch Zugabe von 600 
|il 2mM AcetylchoHnchlorid in Calcium-Puffer stimuliert (Endkonzentration an 
Acetylcholin = ImM, Pfeil in Abbildung 4). Die Fluoreszenzintensitat der Zellen bei 
Beslrahlung mit Licht der Wellenlange 380 nm wurde durch die entsprechende Inten- 
10 sitat bei 340 nm geteilt und so ein Verhaltnis gebildet, das den relativen Anstieg der 
Calcium-Konzentration darstellt (Grynkiewicz et al. 1985). 
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Patentanspriiche 

1. Modifizierte Acetylcholinrezeptor-Untereinheit. dadurch gekennzeichnet, 
dass zumindest eine Aminosaure im Bereich einer a-Untereinheil eines 
Vertebraten-Acetylcholinrezeptors, welcher zu der Aminosauresequenz 
gemafi SEQ ID NO: 1 homolog ist, durch eine Aminosaure, die an der iden- 
tischen Position in dem entsprechenden Bereich einer a-Untereinheit eines 
Insekten-Acetylcholinrezeptors vorkommt, ersetzt ist. 

2. Acetylcholinrezeptor-Untereinheit gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass zumindest vier Aminosauren der a -Untereinheit eines Vertebraten- 
Acetylcholinrezeptors durch die entsprechende Anzahl von Aminosauren 
einer a-Untereinheit eines Insekten-Acetylcholinrezeptors ersetzt sind. 



3. Acetylcholinrezeptor-Untereinheit gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass zumindest sieben Aminosauren der a -Untereinheit eines Vertebra- 
ten-Acetylcholinrezeptors durch die entsprechende Anzahl von Aminosauren 
einer a-Untereinheit eines Insekten-Acetylcholinrezeptors ersetzt sind. 

4. Acetylcholinrezeptor-Untereinheit gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net. dass der gesamte besagte Bereich der a -Untereinheit eines Vertebraten- 
Acetylcholinrezeptors durch den entsprechenden Bereich einer a-Untereinheit 
eines Insekten-Acetylcholinrezeptors ersetzt ist. 



5. Acetylcholinrezeptor-Untereinheit gemaB einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet. dass es sich bei der a-Untereinheit eines Vertebra- 
ten-Acetylcholinrezeptors um neuronale Untereinheiten von Maus, Ratte, 
Huhn, Zebrafisch, Rhesusaffe, Rind oder Schwein handelt. 

6. Acetylcholinrezeptor-Untereinheit gemaB einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet. dass es sich bei der a-Untereinheit eines Insekten- 



Acetvicholinrezeptors um die a2-Untereinheit oder die a3-Untereinheit von 
Myzus persicae, oder um die al-Untereinheit von Heliothis \'irescens oder 
Manduca sexta, oder um die al-, a2- oder a3-Untereinheit von Drosophila 
melanogaster handelt. 

Acetylcholinrezeptor-Untereinheit gemaB Anspruch L dadurch gekennzeich- 
net, dass sie die Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO: 3 umfasst. 

Acetylcholinrezeptor umfassend eine Acetylcholinrezeptor-Untereinheit 
gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7. 

Acetylcholinrezeptor gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass er 
zusatzlich eine p-Untereinheit von Maus, Ratte, Huhn. Zebrafisch, Rhesus- 
affe. Rind oder Schwein umfasst. 

Nukleinsaure umfassend eine Nukleotidsequenz, die fur eine Acetylcholin- 
rezeptor-Untereinheit gemaB einem der Anspruche 1 bis 7 codiert. 

Nukleinsaure gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um 
einzelstrangige oder doppelstrangige DNA oder RNA handelt. 

Nukleinsaure gemaB Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um 
Fragmente genomischer DNA oder cDNA handelt. 

Nukleinsaure gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleo- 
tidsequenz der Sequenz gemaB SEQ ID NO: 2 entspricht. 

DNA-Konstrukt umfassend eine Nukleinsaure gemaB einem der Anspruche 
10 bis 13 und einen heterologcn Promotor. 
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15. Vektor umfassend eine Nukleinsaure gemaB einem der Anspruche 10 bis 13 
Oder ein DNA-Konstrukt gemaB Anspruch 14. 

16. Vektor gemaB nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die Nuklein- 
5 saure funktionell mit regulatorischen Sequenzen verknupft isl, die die Expres- 
sion der Nukleinsaure in pro- oder eukaryotischen Zellen gewahrleisten. 

17. Wirtszelle enthaltend eine Nukleinsaure gemaB einem der Anspruche 10 bis 
13, ein DNA-Konstrukt gemaB Anspruch 14 oder einen Vektor gemaB 

10 Anspruch 15 oder 16. 

18. Wirtszelle gemaB Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um eine 
prokaryotische Zelle, insbesondere um E. coli, handelt. 

15 19. Wirtszelle gemaB Anspruch 1 7, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um eine 

eukaryotische Zelle, insbesondere um eine Sauger- oder Insektenzelle, han- 
delt, 

20, Verfahren zum Herstellen einer Acetylcholinrezeptor-Untereinheit gemaB 
20 einem der Anspruche 1 bis 7, umfassend 

a) das Kultivieren einer Wirtszelle gemaB einem der Anspruche 17 bis 19 
unter Bedingungen, die die Expression der Nukleinsaure gemaB einem 
der Anspruche 10 bis 13 gewahrleisten, oder 

25 

b) das Exprimieren einer Nukleinsaure gemaB einem der Anspruche 10 
bis 13 in einem in vitro-System, und 

(c) die Gevvinnung des Polypeptids aus der Zelle, dem Kulturmedium 
30 oder dem in vitro-System. 
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21 . Verfahren zum Herstellen einer Nukleinsaure gemaB einem der Anspruche 10 
bis 13, umfassend die folgenden Schritte: 

(a) Vollstandige chemische Synthese auf an sich bekannte Weise, oder 

5 

(b) chemische Synthese von Oligonukleotiden und AmpHfizierung der 
besagten Nukleinsaure mittels PCR. 

22. Verfahren zum Auffmden von Wirkstoffen fur den Pflanzenschutz oder von 
10 pharmazeutischen Wirkstoffen fur die Behandlung von Mensch oder Tier um- 
fassend die folgenden Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Wirtszelle gemaB einem der Anspruche 1 7, 

15 (b) Kultivieren der Wirtszelle in der Gegenwart einer oder mehrerer 

chemischen Verbindungen, und 

(c) Detektieren veranderter Leitungseigenschaften der Acetylcholin- 
rezeptoren. 

20 

23. Vervvendung einer Acetylcholinrezeptor-Untereinheit gemaB einem der 
Anspruche 1 bis 7, eines Acetylchohnrezeptors gemaB Anspruch 8 oder 9, 
einer Nukleinsaure gemaB einem der Anspruche 10 bis 13, eines DNA-Kon- 
strukts gemaB Anspruch 14, eines Vektors gemaB Anspruch 15 oder 16, oder 

25 einer Wirtszelle gemaB einem der Anspruche 17 bis 19 zum Auffmden neuer 

Wirkstoffe fur den Pflanzenschutz oder von pharmazeutischen Wirkstoffen 
fur die Behandlung von Mensch oder Tier. 
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Modifizierte Acetvicholinrezeptor-L ntereinheiten 

Zusanimenfassung 

Die Erfindung betrifft modifizierte Acetylcholinrezeptor-Untereinheiten, dafiir codie- 
rende Nukleinsauren, sowie ein Verfahren zum Auffinden von Wirkstoffen fur den 
Pflanzenschutz bzw. pharmazeutischen Wirkstoffen ftir die Behandlung von Mensch 
undybder Tier. 
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Abbildung 1 

Sequenz\ergleich im Bereich der ligandenbindenden Domane der a-Lnterein- 
heiten nikotinischer Acet> Ichoiinrezeptoren 



Accession Numbers der verwendeten a-Untereinheiten: 



>gi 871037 : a4_chick 
>gi|213218 : al_Torpedo 
>S77094 : al_Human 
>P17644 : a2_Drosophila 
>CAA75688 : a3_Drosophila 
>CAA04056 : al Heliothis 
>AAD09808 : a2_Heliothis 
>AAD09809 : a3_Heliothis 
>CAA57477 : a2_Myzus 
>AJ236786 : a3_Myzus 

Parameter von ClustalX 1.81(Thompson et al 1997, IGBMC, StraBburg, Frankreich) 

-type=protein \ 
-pwmatrix=gonnet \ 
-pwgapopen-^ 10.00 \ 
-p\vgapext=0.10 \ 
-matrix==gonnet \ 
-gapopen=10.00 \ 
-gapext=0.20 \ 
-maxdiv=30 \ 
-endgaps \ 
-novgap \ 

-hgapresidues-GPSNDQEKR \ 
-gapdist=4 \ 



a3 Heliothis YDDLLSNYNR LIRPVTNVSD ILTVRLGLKL SQLMEVNLKN QVMTTNLWVE 



a2_Myzus 

a2_Drosophila 

al_Manduca 

al_Heliothis 

a3_Drosophi la 

a3_Myzus 

al_Torpedo 

al_Human 

a4 Chick 



YDDLLSNYNR 
YDDLLSNYNR 
YDDLLSNYNK 
YDDLLSNYNR 
YDDLLSNYNK 
YDDLLSNYNK 
VANLLENYNK 
VAKLFKDYSS 
LKKLFSGYNK 



LIRPVGNNSD 
LIRPVSNNTD 
LVRPVLNVSD 
LVRPVLNVSD 
LVRP\am^TD 
LVRPVLNNTD 
VIRPVEHHTH 
WRPVEDHRQ 
WSRPVANISD 



RLTVKMGLKL 
TVLVKLGLRL 
ALTVRIKLKL 
ALTVRIKLKL 
ALTVRIKLKL 
PLPVRIKLKL 
FVDITVGLQL 
WEVTVGLQL 
WLVRFGLSI 



SQIIEVNLRN 
SQLIDLNLKD 
SQLIDVNLKN 
SQLIDVNLKN 
SQLIDVNLKN 
SQLIDINLKN 
IQLISVDEVN 
IQLINVDEVN 
AQLIDVDEKN 



QIMTTNWVE 
QILTTNVWLE 
QIMTTNLWVE 
QIMTTNLWVE 
QIMTTNLWVE 
QIMTTNLWVE 
QIVETNVRLR 
QIVTTNVRLK 
QMMTTNVWVK 
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a3_Heliothis 

a2_Myzus 

a2_Drosophila 

al_Manduca 

al_Keliothis 

a3_Drosophi la 

a3_Kyzus 

al_Torpedo 

al_Kuman 

a4 Chick 



Q 
Q 
H 
Q 
Q 
Q 
Q 
Q 

QGDM\T)LFRP SCVTLGVPI 
Q 



? s? 



. . KWFD YKLQWNPDDY 
. EWND YKLKVJNPEDY 
-EWQD KrCFKWDPSEY 
. SWYD YKLSWEPREY 
.SWYD YKLSWEPREY 
. SWYD YKLKWEPKEY 
. YWYD YKLTWNPDEY 
.QWID VRLRW::?ADY 

iEQW-/D YNLKWIJPDDY 
. EWHD YKLRWDPQEY 



GGVEMLYVPS 
GG\T)TLKVPS 
GG VT E L Y V P S 
GGVEMLHVPS 
GGVEMLHVPS 
GGVEMLHVPS 
GGVEGIHVPS 
GGIKKIRLPS 
GGVKKIKIPS 
E^JVTSIRIPS 



a3_Heliothis 

a2_Myzus 

a2_Drosophila 

al_Manduca 

al_Heliothis 

a3_Drosophila 

a3_Myzu3 

a l_Torpe do 

al_Human 

a4 Chick 



EHIWLPDIVL YmJWDGNYEV TLMTKATLKY TGEVNWKPPA lYKSSCEIIT^ 

EHIWLPDIVL YNNADGNYEV TIMTKAILHY TGKWWKPPA lYKSFCEIlsTV 

EHIWLPDIVL YNNADGEYW TTMTKAILHY TGKVW7TPPA IFKSSCEIDV 

DHI WRPDIVL YNNADGNFEV TLATKATLNY TGRVEWRPPA lYKSSCEIDV 

DHI [WRPDIVL YNNADGNFEV TLATKATLNY TGRVEWRPPA lYKSSCEIDV 

DHIWRPDIVL YNNADGNFEV TLATKATLNY TGRVEWRPPA lYKSSCEIDV 

EHVWRPDIVL YNNADGNFEV TLATr:A:-:LHY SGRVEW?:PPA TYKSSCEIDV 

DDVWLPDLVL y::n,:^jdgdfai vhmt?xlldy tg?:imwt??a ifksyceiiv 

EKI WRPDLVL YNNADGDFAI VKFTKVLLQY TGHITWTPPA IFKS YCEIIV 

ELl jWRPPIVL YNNADGDFAV THLTKAHLFY DGRIKWMPPA lYKSSCSIDV] 



3 



a3_Heliothis 

a2_Myzus 

a2_Drosophi la 

al_Manduca 

al_Hel lot his 

a3_Drosophi la 

a3_My2us 

al_Torpedo 

al_Human 

a4 Chick 



a3_Heliothis 

a2_Myzus 

a2_Drosophila 

al_Manduca 

al_Heliothis 

a3_Drosophi la 

a3_Myzus 

al_Torpedo 

al_Human 

a4 Chick 



EYFPFDEQTC FMKFGSWTYN GAQVDLKHMD 

EYFPFDEQTC SMKFGSWTYD GYMMDLRHIS 

RYFPFDQQTC FMKFGSWTYD GDQIDLKHIS 

EYFPFDQQTC V MKFGSWTYD GFQ\T)LRHID 

IeYFPFDQQTC V^ 4KFGSWTYD GFQvT)LRHID 

EYFPFDEQTC VMKFGSWTYD GFQVDLRKID 

EFFPFDEQTC VMKFGSWTYD GFQVDLRHAN 

THFPFDQQNC TMKLGIWTYD GTKVSISPES 

THFPFDEQNC S MKLGTWTYD GSWAINPES 

tTFFPFDQQNC K^ KFGSWTYD KAKIDLVSMH 



SVEWDILEVP 
SVEWDIMGVP 
SVEWDILGVP 
SVEWDILEVP 
SVEWDILEVP 
SVEWDILEVP 
SVEWDILEVP 
SGEWVMKDYR 
SGEWVIKESR 
SGEWVIINAV 



ATRNEEYYPC 
AVRHEKFYVC 
AERHEKYYPC 
AVRNEKFYTC 
AVRNEKFYTC 
AVRNEKFYTC 
AIRNEKYYTC 
GWKHWVYYTC 
GWKHSVTYSC 
GNYNSKKYEC 



CPEP. FSDIT 
CEEP. YLDIF 
CAEP. YPDIF 
CDEP . YLDIT 
CDEP. YLDIT 
CDEP . YLDIT 
CEEP . YLDIT 
CPDTPYLDIT 
CPDTPYLDIT 
CTEI . YPDIT 



QSPGSS.LVH VGIDLSEFYL 
QAPDSD.VIE VGIDLQDYYL 
QKNDKDNKVE IGIDLREYYP 
EVRGTN.WE LGVDLSEFYT 
EAJ^.GTN . \";E LGTOLSEFYT 
ELNGTN.WE VGVDLSEFYT 
EVSGSR.WD VGVDLSEFYA 

DR PDLSTFME 

DQ PDLSNFME 

SH VDQLDYWE 

i 

FKLTMRRKTL FYTVNLIIPC 
FNITLRRKTL FYTVNLIIPC 
FNITLRRKTL FYTVNLIIPC 
FNITMRRKTL FYTVNLIIPC 
FNITMRRKTL FYTVNLIIPC 
FNITMRRKTL FYTVNLIIPC 
FNITMRRKTL FYTVNLIIPC 
YHFIMQRIPL YFWNVIIPC 
YHFVMQRLPL YFIVNVIIPC 
YSFIIRRLFL FYTINLIIPC 
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Abbildung 2 



2 A) Rezeptor en 



thaltend Pol>pepnd gemaB SEQ ID NO: 3 und Huhn (32 



0,1 ACh 



1 pM imidacloprid 3 Imidaclophd 





0,5 /jA 



20 s 



14- 




oprid 



' //A I 



?0 



2Q Rez, 




'opr/d 




0.1 



20 



Le A J4 821 



- 1 5 - 

Abbildung 2 (Fortsetzung) 

2D) Rezeptor enthaltend Polypeptid gemaB SEQ ID NO: 7 und Huhn p2 
0,32 ACh 1 /7M Imidacloprid 



0,1 /jA 



20 s 



2E) Rezeptor enthaltend Polypeptid gemaB SEQ ID NO: 1 1 und Huhn P2 
0,32 ACh 3,1 /iM Imidacloprid 



1 iJA 



20 s 



2F) Rezeptor enthaltend Polypeptid gemaB SEQ ID NO: 15 und Huhn P2 



0,32 ACh 



10 Imidacloprid 




0,2 /iA 



20 s 



Le A 34 821 
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Abbildung 3 



A B 




A: Rezeptor enthaltend Huhn a-4 und Huhn p-2 exprimiert in SF-9 Zellen 

B: Rezeptor enthaltend Polypeptid gemaB SEQ ID NO: 3 und Huhn P-2 exprimiert i 
SF-9 Zellen 



Le A 34 821 



Abbildung 4 



SEQ ID NO: 3 + Huhn p-2 



1800 i 

1600 ; 

1400 ; 
Ratio 1 200 i 

1000 

800 

600 

400 

200 i 

0 ' 
1 




Ach Zuaabe 



16 31 46 61 76 91 106 



Reihel 
Reihe2 



Messpunkt 



Huhn a4/p2 



Ratio 



1800 
1600 
1400 
1200 
1000 
800 
600 
400 
200 
0 




Reihel 
Reihe2 



1 16 31 46 61 76 91 106 



Messpunkt 



<140> 



<160> 



<2i3> ASP ^"^^ 

0. 0. - - Z 

V. - - - 

35 



<220> 



etc c« c« «9 

atg gg^ 1 



Met Gly Phe Leu Val Ser Lys Gly Asn Leu Leu Leu Leu Leu Cys Ala 

15 10 15 



age ate ttc ccc get ttc ggc eac gtg gaa acg cga gcc cat geg gag 96 
Ser lie Phe Pro Ala Phe Gly His Val Glu Thr Arg Ala His Ala Glu 
20 25 30 



gag cgc etc ctg aag aaa etc ttc tec ggg tat aac aag tgg tec cgt 144 
Glu Arg Leu Leu Lys Lys Leu Phe Ser Gly Tyr Asn Lys Trp Ser Arg 
35 40 45 



ccc gtc gcc aac att teg gat gtg gte ctg gtc cgc ttc ggc ttg tec 192 
Pro Val Ala Asn He Ser Asp Val Val Leu Val Arg Phe Gly Leu Ser 
50 55 60 



ata gcc cag etc ate gat gtt gat gag aag aac caa atg atg ace aca 240 
He Ala Gin Leu He Asp Val Asp Glu Lys Asn Gin Met Met Thr Thr 
65 70 75 80 



aat gtg tgg gtg aag cag gag tgg cae gae tae aag ctg cgc tgg gae 288 
Asn Val Trp Val Lys Gin Glu Trp His Asp Tyr Lys Leu Arg Trp Asp 
85 90 95 



ccc cag gag tat gaa aac gtc aca tec ate cga ate ccc tea gag etc 336 
Pro Gin Glu Tyr Glu Asn Val Thr Ser He Arg He Pro Ser Glu Leu 
100 105 110 



ate tgg egg ccg gae ata gte etc tae aac aat gcc gae ggc aac ttc 384 
He Trp Arg Pro Asp He Val Leu Tyr Asn Asn Ala Asp Gly Asn Phe 
115 120 125 



gag gta acg ctg geg acg aag geg act ttg aat tat acg gga cgt gtg 432 
Glu Val Thr Leu Ala Thr Lys Ala Thr Leu Asn Tyr Thr Gly Arg Val 
130 135 140 



gag tgg cgc ccg ccg get ate tae aag tec teg tge gag ate gae gtg 480 
Glu Trp Arg Pro Pro Ala He Tyr Lys Ser Ser Cys Glu He Asp Val 
145 150 155 160 



gaa tae ttc ccg ttc gae cag cag acg tgc gtc atg aag ttc ggc teg 528 
Glu Tyr Phe Pro Phe Asp Gin Gin Thr Cys Val Met Lys Phe Gly Ser 
165 170 175 



tgg aca tat gae aaa get aag ata gae ttg gtg age atg cat age cat 576 
Trp Thr Tyr Asp Lys Ala Lys He Asp Leu Val Ser Met His Ser His 
180 185 190 



9tg gae caa ctg gae tac tgg gaa age ggg gag tgg gtc ate att aat 624 



2 



^1,, rj-y.^ lie lie Asn 

Val ASP Gin Leu Asp Tyr Trp Glu Ser o., G.a Trp .al 

195 200 

r^r aac aqc aaa aaa tat gaa tgc tgc aca gag ate 
gcc gtg ggc aat tac aac age ^^^^ 

Ala val Glv Asn Tyr Asn Ser Lys uys xyr G.. C,s 

-TR 220 

210 

tac cct gat ata act tac tec ttc att ate egg agg ctg ccg ctg ttc 

I Tl. Thr Tyr Ser Phe He He Arg Arg Leu Pro Leu Phe 
Tyr Pro Asp He Thr l /r ber fi. 

225 

rrc tac ctq ctt atc tcc tgc ttg act 
tac aca atc aat ttg atc att ccc tgc ctg 

. . T^.. Tie Pro Cys Leu Leu He Ser Cys Leu inr 

Tvr Thr He Asn Leu He iie Fro 

9 s n z'Do 

245 

gte ctg gtc tte tac eta ccc tct gag tgc gga gag aag ata aee ttg 



6^2 



720 



768 



816 



260 265 



tgc atc tct gtg ctg eta tcc etc acg gtg ttc ctg ctg etc ate aca 
cys He ser Val Leu Leu Ser Leu Thr Val Phe Leu Leu Leu He Thr 



275 



280 



„,o atc atc cct tct acc tcc ctg gtc atc ccc ctg ata gga gag tat 

295 300 
290 -^^^ 

ctg etc ttc aec atg ata ttt gtc acc ttg tct atc ate ate act gte 
Ju Leu Phe Thr Met He Phe Val Thr Leu Ser He He He Thr Val 
305 310 315 

ttt .tq etc aac gta cae cac egt tea cca cgt ace cac acg atg cct 
, val Leu Asn Val H.s His Arg Ser Pro Arg Thr H.s Thr Met Pro 

k 325 330 335 

qae tgg gtg agg agg gtc ttc ctt gac ata gte eca cgt etc etc ttc 
gae tgg gty ayy ^ t-,^ ^roi pro Arq Leu Leu Phe 

ASP Trp val Arg Arg Val Phe Leu Asp He Va. Pro Arg 
340 345 

atg aag egg ccc tcc aca gtg aaa gae aat tgc aag aag ctt att gaa 
Met Ly! Arg Pro Ser Thr Val Lys Asp Asn Cys Lys Lys Leu He Glu 
355 360 365 

t^^ atg cae aaa eta acc aac tea eea agg ctt tgg tct gag ace gac 
Met His Lys Leu Thr Asn Ser Pro Arg Leu Trp Ser Glu Thr Asp 
370 



864 



912 



960 



1008 



1056 



1104 



1152 



1200 



3 



„e. 01« P.O .=„ Phe TH. TH. S« s,r ser P.o s,. cl„ ser 

385 

,aa cct tea ccc aca tc. tec tCc tgt .cc cac c.t aa, ,a. cca ,cc 
Olu pro Ser Pro Thr Ser Ser Phe Cys ^.la H.s Leu G.u G.. P o - 
405 -^^O 

= rr^r cct tct qga cag tac tea atg etg cac cet 
aaa eet atg tgc aaa tee cet tct gg g 

Lvs pro Met Cys Lys Ser Pro Ser Gl, G.n T, r 



420 



425 



,ag eec cca eag gtg acg tgt tec tct eeg aag eee tec .ge cac ecc 
Olu pro pro Gin Val Thr Cys Ser Ser Pro Lys Pro r Cys 
435 

^rc aca tct ate tea aaa gge aga teg etc agt 
Z III Z Z :Z Z 'I =e. s.. ... s.. se. 



450 



.^o rac aQc ccc aat aag aca gag gaa ggg age ate cgc 
Z Z IZ Zl Z Z P.O ..n ... 0.. ... ..y .e. 

465 470 475 

z z z z z z z z z z z z iz z z z 



485 



cap acc aat ggc cac tct agt gcc tct cca gcg teg cag cgc tgc cac 
r„ Z llr Hi. se. se. «a s.r Pro Ma se. cl„ «g cys „.= 



500 505 



124 8 



1296 



1344 



1392 



1440 



1488 



1536 



1584 



. - z z z z z z z z z z z z z z 

W 520 ^-^^ 

.ge aga aag gga gag gea get gge aca eeg act eaa gga age aag age 1.32 
cys Arg Lys Gly Glu Ala Ala Gly Thr Pro Thr Gin Gly Ser Lys 



535 540 
530 ^"^^ 



aaa cac etc gtg ctg atg tee cca gcc etg aag 1680 
eac age aac aaa gga gaa cac etc g y a „ ^ ai;, Teu Lvs 

His ser Asn Lys Gly Glu His Leu Val Leu Met Ser Pro Ala Leu Lys 

545 

ooo ate cac tac att gea gac eac ctg ega gca gaa 1728 

z z z z z z ne ..^ 



565 "° 



gat gca gat ttc tea gtg aag gaa gac tgg aag tac gta gea atg gte 1776 



4 



n-,. a = r, Trn ^--s Tvr Val Ala Met Val 
Asp Ala Asp Phe Ser Val Lys Giu ^sp Trp s 1.. 

580 

rn ..t etc tqq atQ ttc atc atc gtg tgt ttg ctg ggg 1824 
,tt gac egg atc ttt etc tgg atg ^ ^^^^ ^^^^ 

lie Asp Arg He Phe Leu Trp Met .he ..e ..e .a^ 
595 

e,, «= c.= cc, cc, a., »a 

Thr val Gly Leu Phe Leu Pro Pro Trp Leu Ala Gl, Met 



610 



<210> 3 
<211> 622 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



620 



<223> Beschrexbung der kunstlichen Sequenz: Modxfiz.erte 
# alpha 4-Untereinheit des nikotinischen 

Acetylcholinrezeptors des Huhns 



;:°"ly Phe Leu val ser uy. .ly As„ Leu Leu L.u Leu Leu cy, Ala 

^ 10 

1 ^ 

2 5 

20 



4 0 ^ ^ 

55 60 

50 

Xle Al. «ln L,u ne A=P val A=p Clu Lys As„ Gl„ «et «et Thr Th, 

65 

oi,. T^r. His AsD Tvr Lvs Leu Arg Trp Asp 
Asn val Trp Val Lys Gin Glu Trp His Asp ly y 

85 



. . .r.i TbT' qer He Arg He Pro Ser Glu Leu 
pro Gin Glu Tyr Glu Asn Val Thr Ser lie a g 

10 5 ^ 

100 

12 0 ^ 

115 

130 



5 



Glu Trp Arg Pro Pro Ala 



He Tyr Lys Ser Se 



r Cys Glu He Asp Val 



145 



150 



155 



160 



Phe pro Phe Asp Gin Gin Thr Cys Val Met Lys Phe Gly Ser 

-1 -7 p, 1/5 

16 5 - ' ^ 

y,.^ Tip AsD T eu Val Ser Met His Ser His 
Trp Thr Tyr Asp Lys Ala uyS x^e Asp 

180 '^^^ 

val ASP Gin Leu Asp Tyr Trp Glu Ser Gly Glu Trp Val He He Asn 

205 



195 



200 



Ala val Gly Asn Tyr Asn Ser Lys Lys Tyr Glu Cys Cys Thr Glu He 



210 



215 



220 



pro ASP lie Thr Tyr Ser Phe He He Arg Arg Leu Pro Leu Phe 



Tyr Pro Asp 
225 



230 



235 



240 



Tyr Thr He Asn Leu He He Pro Cys Leu Leu He Ser Cys Leu Thr 
245 250 255 

val Leu val Phe Tyr Leu Pro Ser Glu Cys Gly Glu Lys He Thr Leu 

265 

cys He Ser Val Leu Leu Ser Leu Thr Val Phe Leu Leu Leu He Thr 
275 280 285 

Glu He He Pro Ser Thr Ser Leu Val He Pro Leu He Gly Glu Tyr 

9QS 300 

290 

Leu Leu Phe Thr Met He Phe Val Thr Leu Ser He He He Thr Val 
305 

Phe val Leu Asn Val Hxs His Arg Ser Pro Arg Thr His Thr Met Pro 
325 330 335 

ASP Trp val Arg Arg Val Phe Leu Asp He Val Pro Arg Leu Leu Phe 
340 345 350 

Met Lys Arg Pro Ser Thr Val Lys Asp Asn Cys Lys Lys Leu He Glu 
355 

ser Met His Lys Leu Thr Asn Ser Pro Arg Leu Trp Ser Glu Thr Asp 

375 

Met Glu pro Asn Phe Thr Thr Ser Ser Ser Pro Ser Pro Gin Ser Asn 



385 



390 



395 



400 



6 



Glu Pro 



Ser pro Thr Ser Ser Phe Cys Ala His Leu Glu Glu Pro Ala 



405 



410 



415 



T c- c^r- P>'n qer n T\'r Ser Met ueu His Pro 

Lvs Pro Met Cvs Lys Ser Pro ser '^-^^ . 

430 

420 



Glu Pro Pro 



Gin Val Thr Cys Ser Ser Pro Lys Pro Ser Cys His Pro 



440 



445 



Leu Ser Asp 



435 

Thr Gin Thr Thr Ser He Ser Lys Gly Arg Ser Leu Ser 

450 

val Gin Gin Met Tyr Ser Pro Asn Lys Thr Glu Glu Gly Ser He Arg 



465 



470 



475 



480 



cys Arg Ser Arg Ser He Gin Tyr Cys Tyr Leu 



Gin Glu Asp Ser Ser 
495 

48b ^--^ 

Gin Thr Asn Gly His Ser Ser Ala Ser Pro Ala Ser Gin Arg Cys H.s 
500 505 510 

Leu Asn Glu Glu Gin Pro Gin His Lys Pro Hxs Gin Cys Lys Cys Lys 



490 



515 



520 



525 



cys Arg Lys Gly Glu Ala Ala Gly Thr Pro Thr Gin Gly Ser Lys Ser 



530 



His Ser Asn Lys 
545 



535 



540 



Gly Glu His Leu Val Leu Met Ser Pro Ala Leu Lys 



550 



555 



560 



Leu Ala val Glu Gly Val His Tyr He Ala Asp Hrs Leu Arg Ala Glu 
565 570 575 

* ^ ASP Ala ASP Phe Ser Val Lys Glu Asp Trp Lys Tyr Val Ala Met Val 

585 590 

lie ASP Arg He Phe Leu Trp Met Phe He He Val Cys Leu Leu Gly 
595 600 605 

Thr val Gly Leu Phe Leu Pro Pro Trp Leu Ala Gly Met He 



610 



615 



620 



<;210> 4 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 4 

cacgtgccct ccgagctcat ctggcggccg g 



<210> 5 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer 
<400> 5 

gtcatatgtc cacgagccga ac 



<210> 6 
<211> 1896 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1893) 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Modifizierte 
alpha 4 -Untereinheit des nikotinischen 




Acetylcholinrezeptors des Huhns 



<400> 6 

atg gga ttt etc gtg teg aag gga aac etc etc etc ctg ctg tgt gee 

Met Gly Phe Leu Val Ser Lys Gly Asn Leu Leu Leu Leu Leu Cys Ala 

15 10 15 



age ate ttc cec get ttc gge cac gtg gaa acg cga gee eat geg gag 96 
Ser He Phe Pro Ala Phe Gly His Val Glu Thr Arg Ala His Ala Glu 
20 25 30 



gag egc etc ctg aag aaa etc ttc tee ggg tat aac aag tgg tec cgt 144 
Glu Arg Leu Leu Lys Lys Leu Phe Ser Gly Tyr Asn Lys Trp Ser Arg 
35 40 45 



cec gtc gee aac att teg gat gtg gtc ctg gtc egc ttc gge ttg tec 



192 



8 



Pro Val Ala Asn lie Ser Asp Val Val Leu Val Arg Phe Gly Leu Ser 
50 55 gQ 

ata gcc cag etc ate gat gtt gat gag aag aac caa atg atg acc aca 240 
lie Ala Gin Leu lie Asp Val Asp Glu Lys Asn Gin Met Met Thr Thr 

70 75 80 

aat gtg tgg gtg aag cag gag tgg cac gac tac aag ctg cgc tgg gae 288 
Asn Val Trp Val Lys Gin Glu Trp His Asp Tyr Lys Leu Arg Trp Asp 
85 90 95 

ccc cag gag tat gaa aac gtc aca tee ate cga ate eec tea gag etc 336 
Pro Gin Glu Tyr Glu Asn Val Thr Ser He Arg He Pro Ser Glu Leu 
100 105 110 

ate tgg egg ecg gae ata gtc etc tac aac aat gee gac ggc aac ttc 384 
He Trp Arg Pro Asp He Val Leu Tyr Asn Asn Ala Asp Gly Asn Phe 
115 120 125 

gag gta aeg ctg gcg acg aag gcg act ttg aat tat acg gga cgt gtg 432 
Glu Val Thr Leu Ala Thr Lys Ala Thr Leu Asn Tyr Thr Gly Arg Val 
130 135 3_4Q 

gag tgg cgc ceg ecg get ate tac aag tec teg tgc gag ate gae gtg 480 
Glu Trp Arg Pro Pro Ala He Tyr Lys Ser Ser Cys Glu He Asp Val 

150 155 160 

gaa tac ttc ecg tte gac cag cag acg tgc gtc atg aag ttc ggc teg 528 
Glu Tyr Phe Pro Phe Asp Gin Gin Thr Cys Val Met Lys Phe Gly Ser 
165 170 175 

tgg aea tac gac ggc tte cag gtg gac ctg egg cac ate gac gag gcg 576 
Trp Thr Tyr Asp Gly Phe Gin Val Asp Leu Arg His He Asp Glu Ala 
180 185 190 

cgc ggg acc aac gtg gtg gag ctg ggc gtc gae ctg tec gag ttc tac 624 
Arg Gly Thr Asn Val Val Glu Leu Gly Val Asp Leu Ser Glu Phe Tyr 
195 200 205 

acc tec gtg gag tgg gae ate ctg gag gtg cea gee gtc agg aac gag 672 
Thr Ser Val Glu Trp Asp He Leu Glu Val Pro Ala Val Arg Asn Glu 
210 215 220 

aag ttc tac aeg tgc tgc gac gag ate tac cct gat ata act tac tee 720 
Lys Phe Tyr Thr Cys Cys Asp Glu He Tyr Pro Asp He Thr Tyr Ser 
225 230 235 240 

ttc att ate egg agg ctg ecg ctg ttc tac aea ate aat ttg ate att 768 



9 



Phe lie lie Arg Arg Leu Pro Leu Phe 



245 



250 



Thr He Asn Leu lie xie 
255 



ccc tgc ctg ctt ate tec tge ttg aet gtc etg gte ttc tac eta ccc 
pro CVS Leu Leu He Ser Cys Leu Thr Val Leu Val Phe Tyr Leu Pro 



260 



^65 



270 



tct gag tge gga gag aag ata aee ttg tge ate tet gtg etg eta tee 
ser 111 cys Gly Glu Lys He Thr Leu Cys He Ser Val Leu Leu Ser 



275 



280 



285 



ete aeg gtg tte ctg ctg etc ate aea gag ate ate ect tet aee tee 
Leu Thr val Phe Leu Leu Leu He Thr Glu He He Pro Ser Thr Ser 



290 



295 



300 



ctg gte ate eec etg ata gga gag tat etg etc ttc acc atg ata ttt 
J val He pro Leu He Gly Glu Tyr Leu Leu Phe Thr Met He Phe 



305 



310 



315 



320 



gte aee ttg tct ate ate ate aet gte ttt gtg ete aae gta eae eae 
val Thr Leu Ser He He He Thr Val Phe Val Leu Asn Val H.s H.s 

330 



325 



egt tea eca cgt aee eae acg atg eet gae tgg gtg agg agg gte tte 
Arg ser Pro Arg Thr His Thr Met Pro Asp Trp Val Arg Arg Val Phe 

^ 350 



340 



345 



ett gae ata gte eca egt ete etc tte atg aag egg eec tec aea gtg 
Leu ASP He Val Pro Arg Leu Leu Phe Met Lys Arg Pro Ser Thr Val 



355 



360 



365 



aaa gae aat tge aag aag ett att gaa tct atg eae aaa eta acc aae 
Lys ASP Asn Cys Lys Lys Leu He Glu Ser Met His Lys Leu Thr Asn 



380 
370 



tea eca agg ctt tgg tct gag acc gae atg gag ccc aac ttc act acc 
ser pro Arg Leu Trp Ser Glu Thr Asp Met Glu Pro Asn Phe Thr Thr 



U6 



864 



912 



960 



1008 



1056 



1104 



1152 



1200 



4 0 0 

385 



390 395 



tea tec tec ccc age ccc cag agt aat gaa cct tea eec aca tct tec 
ser ser Ser Pro Ser Pro Gin Ser Asn Glu Pro Ser Pro Thr Ser Ser 



405 



410 



415 



1248 



tte tgt gee eac ett gag gag eea gee aaa eet atg tge aaa tec ect 1296 
Phe cys Ala Hxs Leu Glu Glu Pro Ala Lys Pro Met Cys Lys Ser Pro 



420 



425 



430 



tet gga cag tac tea atg etg eae eet gag eec eea eag gtg aeg tgt 



1344 



10 



Ser Gly Gin Tyr Ser Met Leu His Pro Glu Pro Pro Gin Val Thr Cys 



435 



440 



445 



tec tct ccg aag ccc tec tge cae ecc ctg agt gac acc cag ace aea 139: 
ser ser Pro Lys Pro Ser Cys H.s Pro Leu Ser Asp Thr Gin Thr Thr 



450 



455 



460 



tct ate tea aaa ggc aga teg etc agt gtt cag cag atg tac age cee 1440 
ser lie Ser Lys Gly Arg Ser Leu Ser Val Gin Gin Met Tyr Ser Pro 

- 4 8 0 



465 



470 



475 



aat aag aea gag gaa ggg age ate egc tgt agg tec ega age ate cag 148B 
Asn Lys Thr Glu Glu Gly Ser He Arg Cys Arg Ser Arg Ser He Gin 



485 



490 495 



tae tgt tae ctg cag gag gac tct tec eag ace aat ggc cae tct agt 
Tyr cys Tyr Leu Gin Glu Asp Ser Ser Gin Thr Asn Gly His Ser Ser 

gee tct cca gcg teg cag ege tgc cae etc aat gaa gag cag cce cag 

Ala ser Pro Ala Ser Gin Arg Cys His Leu Asn Glu Glu Gin Pro Gin 
515 

cae aag cee eac cag tgc aag tgt aag tge aga aag gga gag gca get 

His Lys pro His Gin Cys Lys Cys Lys Cys Arg Lys Gly Glu Ala Ala 

ggc aca ccg act caa gga age aag age cae age aac aaa gga gaa cac 
Gly Thr Pro Thr Gin Gly Ser Lys Ser His Ser Asn Lys Gly Glu Hrs 

560 

545 550 555 

etc gtg Ctg atg tec eca gee ctg aag ctg gcg gtg gaa ggg gtc cae 
Leu val Leu Met Ser Pro Ala Leu Lys Leu Ala Val Glu Gly Val Mrs 



565 



570 575 



tac att gca gac cae ctg ega gea gaa gat gca gat tte tea gtg aag 
Tyr He Ala Asp His Leu Arg Ala Glu Asp Ala Asp Phe Ser Val Lys 
580 



585 590 



gaa gac tgg aag tac gta gca atg gtc att gac egg ate ttt etc tgg 
Glu ASP Trp Lys Tyr Val Ala Met Val He Asp Arg He Phe Leu Trp 
595 600 605 

atg tte ate ate gtg tgt ttg ctg ggg ace gtt ggg etc tte etc ccg 
Met Phe He He Val Cys Leu Leu Gly Thr Val Gly Leu Phe Leu Pro 



610 



615 620 



ccg tgg ctg gca gga atg ate taa 



1536 



1584 



1632 



1680 



1728 



1776 



1824 



1872 



1896 



11 



Pro Trp Leu Ala Gly Met lie 
625 630 



<210> 7 
<211> 631 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<223 > Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Modifizierte 
alpha 4 -Untereinhei t des nikot inischen 
Acetylcholinrezeptors des Huhns 

<400> 7 

Met Gly Phe Leu Val Ser Lys Gly Asn Leu Leu Leu Leu Leu Cys Ala 
15 10 15 

Ser lie Phe Pro Ala Phe Gly His Val Glu Thr Arg Ala His Ala Glu 
20 25 30 

Glu Arg Leu Leu Lys Lys Leu Phe Ser Gly Tyr Asn Lys Trp Ser Arg 
35 40 45 

Pro Val Ala Asn lie Ser Asp Val Val Leu Val Arg Phe Gly Leu Ser 
50 55 60 

lie Ala Gin Leu lie Asp Val Asp Glu Lys Asn Gin Met Met Thr Thr 
65 70 75 80 

Asn Val Trp Val Lys Gin Glu Trp His Asp Tyr Lys Leu Arg Trp Asp 
85 90 95 

Pro Gin Glu Tyr Glu Asn Val Thr Ser lie Arg lie Pro Ser Glu Leu 
100 105 110 

lie Trp Arg Pro Asp lie Val Leu Tyr Asn Asn Ala Asp Gly Asn Phe 
115 120 125 

Glu Val Thr Leu Ala Thr Lys Ala Thr Leu Asn Tyr Thr Gly Arg Val 
130 135 140 

Glu Trp Arg Pro Pro Ala lie Tyr Lys Ser Ser Cys Glu lie Asp Val 
145 150 155 160 

Glu Tyr Phe Pro Phe Asp Gin Gin Thr Cys Val Met Lys Phe Gly Ser 
165 170 175 

Trp Thr Tyr Asp Gly Phe Gin Val Asp Leu Arg His lie Asp Glu Ala 
180 185 190 



12 



Cly T.. va: vaa o.u .e„ 0., v-al 



200 



Glu Phe Tyr 



205 



se. v„ .^.^^ ^ 

220 



"9 Asn Gi 



^ys Phe Tyr Thr Cys Cys Asp Glu lie T-^^r Pro A 

225 ^ ^^^^ Asp lie Thr Tvr Ser 

240 



230 



Pro Gys Leu Leu 
260 



255 

I ser Glu Cys Oly Glu Lys He Thr Leu Cys He Ser Val L . 

■ 275 ''^^ ^3l Leu Leu Ser 

285 

Leu Thr val Phe Leu Leu Leu He Thr Glu ri 

290 ^""'^ ""^^ lie Pro Ser Thr Ser 

300 

320 

val Thr Leu Ser He He He Thr Val Phe Val Le . 

325 Val His His 

Arg Ser Pro Arg Thr His Thr 



330 



335 



340 



Met Pro Asp Trp Val Arg Arg Val 



345 



Phe 



350 



Thr Val 



"0 

2 

380 

s.. P„ 

395 

ser ser Ser Pro Ser Pro Gin Ser Asn 

405 



400 



Glu Pro Ser Pro Thr Ser Ser 

410 

415 



420 



425 



Met Cys Lys Ser Pro 
430 



Se>* rii m _ ^ 



yr Ser Met Leu Hiq Pr-r^ m 
43 5 ^ HIS Pro Glu Pro Pro Gin Val Thr Cys 

445 



440 



13 



Ser Ser Pro Lys 
450 



Pro ser Cys His Pro Leu Ser Asp Thr Gin Thr Thr 



455 -SO 



ser lie Ser Lys Oly Arg Ser Leu Ser Val Gin Gin Met Tyr Ser Pro 
465 470 4 



.sn Lys Thr Olu Glu Oly Ser He Arg Cys Arg Ser Arg Ser lie Gin 
485 

Tyr cys Tyr Leu Gin Glu Asp Ser Ser Gin Thr Asn Cly H.s Ser Ser 

R n 510 

500 

515 520 

530 

Olv Thr pro Thr Gin Gly Ser Lys Ser H.s Ser Asn Lys Gly Glu His 
545 550 555 

.eu val Leu Met Ser Pro Ala Leu Lys Leu Ala Val Glu Gly Val His 
565 570 575 

Tyr lie Ala Asp His Leu Arg Ma Glu Asp Ala Asp Phe Ser Val Lys 
580 585 590 

Glu ASP Trp Lys Tyr Val Ala Met Val He Asp Arg He Phe Leu Trp 
595 600 605 

f^lS 620 

610 

Pro Trp Leu Ala Gly Met He 
625 



<210> 8 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer 



<400> 8 



14 



ccggagctca tctggcggcc ggacatagt 



<210> 9 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223 > Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 
<400> 9 

30 



ccgagatctc gtcgcagcac gtgtagaact 



<210> 10 

<211> 1896 

<212> DNA 

<2 13 > Kiinstl iche Sequenz 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1893) 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Modifizierte 
alpha 4 -Untereinheit des nikot ini schen 
Acetylcholinrezeptors des Huhns 

<400> 10 

atg gga ttt etc gtg teg aag gga aac etc etc etc ctg ctg tgt gee 48 
Met Gly Phe Leu Val Ser Lys Gly Asn Leu Leu Leu Leu Leu Cys Ala 
15 10 15 



age ate ttc ccc get ttc gge cac gtg gaa acg cga gee cat geg gag 
Ser lie Phe Pro Ala Phe Gly His Val Glu Thr Arg Ala His Ala Glu 
20 25 30 

gag cgc etc ctg aag aaa etc ttc tee ggg tat aac aag tgg tee cgt 
Glu Arg Leu Leu Lys Lys Leu Phe Ser Gly Tyr Asn Lys Trp Ser Arg 
35 40 45 

ccc gtc gee aac att teg gat gtg gtc ctg gtc cgc ttc gge ttg tec 
Pro Val Ala Asn lie Ser Asp Val Val Leu Val Arg Phe Gly Leu Ser 
50 55 60 

ata gee cag etc ate gat gtt gat gag aag aac caa atg atg ace aca 
lie Ala Gin Leu lie Asp Val Asp Glu Lys Asn Gin Met Met Thr Thr 



96 



144 



192 



240 



15 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



65 70 75 

aat gtg tgg gtg aag cag gag tgg cac gac tac aag ctg cgc tgg gac 
Asn Val Trp Val Lys Gin Glu Trp Kis Asp Tyr Lys Leu Arg Trp Asp 
85 50 95 

ccc cag gag tat gaa aac gtc aca tec ate ega ate ece tea gag etc 
Pro Gin Glu Tyr Glu Asn Val Thr Ser He Arg He Pro Ser Glu Leu 
100 105 110 

ate tgg agg ccg gac att gte eta tac aac aat get gat ggt gac ttt 
lie Trp Arg Pro Asp He Val Leu Tyr Asn Asn Ala Asp Gly Asp Phe 
115 120 125 

gea gtc acc cac ctg ace aaa gee eac etc ttc tat gat ggg aga att 
Ala val Thr His Leu Thr Lys Ala His Leu Phe Tyr Asp Gly Arg He 
130 135 140 

aaa tgg atg cea ect gee ate tae aaa age tec tge age ate gat gtt 
Lys Trp Met Pro Pro Ala He Tyr Lys Ser Ser Cys Ser He Asp Val 
145 150 155 160 

ace ttc ttc ece ttt gat cag eaa aac tgt aaa atg aaa ttt ggc tet 
Thr Phe Phe Pro Phe Asp Gin Gin Asn Cys Lys Met Lys Phe Gly Ser 
165 170 175 

tgg aca tat gac aaa get aag ata gac ttg gtg age atg cat age cat 576 
Trp Thr Tyr Asp Lys Ala Lys He Asp Leu Val Ser Met His Ser His 
180 185 190 

cgc ggg acc aac gtg gtg gag etg ggc gtg gac caa etg gac tac tgg 624 
Arg Gly Thr Asn Val Val Glu Leu Gly Val Asp Gin Leu Asp Tyr Trp 
195 200 205 

gaa age ggg gag tgg gtc ate att aat gee gtg ggc aat tac aac age 
Glu Ser Gly Glu Trp Val He He Asn Ala Val Gly Asn Tyr Asn Ser 
210 215 220 

aag aaa tat gaa tge tge aca gag ate tae eet gat ata act tae tee 
Lys Lys Tyr Glu Cys Cys Thr Glu He Tyr Pro Asp He Thr Tyr Ser 
225 230 235 240 

tte att ate egg agg etg ccg etg ttc tae aca ate aat ttg ate att 
Phe He He Arg Arg Leu Pro Leu Phe Tyr Thr He Asn Leu He He 
245 250 255 

eee tge etg ctt ate tec tge ttg act gtc ctg gtc tte tae eta cec 816 
Pro Cys Leu Leu He Ser Cys Leu Thr Val Leu Val Phe Tyr Leu Pro 



672 



720 



768 



16 



Tr Til T T ^^^^ -c 

Ser Clu Cys Gly oiu Lys lie Thr Leu Cys He Ser Val Leu Leu Ser 

I ~> a r\ 



280 



285 



etc acg gtg ttc ctg ctg etc ate ,c. g.g ate ,tc eet tet ace tee 
..u T , val Phe .e„ .e„ .eu n, .Hr Clu He He Ser Thr s." 



295 



300 



=tg gtc ate ece ctg at, gga gag tat etg etc tte aec atg ata ttt 
..u v.l xle P„ Leu 11, o,, „J 



864 



912 



960 



310 



315 



320 



Va" Thr T T 9ta cac cac xooa 



325 



330 



335 



cgt tea cca cgt acc cac acg atg cct gac tgg gtg agg agg gtc ttc 10S6 
Arg ser Pro Arg T.r H.s Thr Met Pro Asp Trp Val Arg .rg Val pL 



345 



350 



ctt gac ata gtc cca cgt etc etc ttc ^fnr .^r. 

..u „ va. p„ .,g - z t\ 



360 



365 



..a gae aat tge aag aag ett att gaa tet atg cac a,a eta .cc aae 
Ly= ASP .s„ Cy. .y, Lys Leo „e Olu „et His Lys Le„ T." L" 

-3 / U ttc: 



380 



tea cca agg ctt tgg tct gag acc gac atg gag ccc aac ttc act acc 

400 

tea tec tec ccc age ccc cag agt aat gaa cct tea cee aca tct tec 
ser ser Ser Pro Ser Pro Oln Ser .sn Glu Pro Ser Pro Thr Ser Ser 



405 



410 



415 



Ph" cys' Ila' 7 

cys Ala Hxs Leu Glu Glu Pro Ala Lys Pro Met Cys Lys Ser Pro 



425 



430 



tet gga cag tac tea atg ctg cac cct gag eec cca cag gtg acg tgt 
ser Gly Gin Tyr Ser Met Leu His Pro Glu Pro Pro Gin Va! ,J Cv 

435 



440 



Se'r Se'r P^^! l'^' p"' 

ser Pro Lys Pro Ser Cys His Pro Leu Ser Asp Thr Gin Thr Thr 



1104 



1152 



1200 



1248 



1296 



1344 



1392 



17 



-155 460 

tct ate tea aaa ggc aga teg etc agt gtt eag eag atg tae age ece 
Ser He Ser Lys Gly Arg Ser Leu Ser Val Gin Gin Met Tyr Ser Pro 

475 480 

aat aag aea gag gaa ggg age ate cge tgt agg tec ega age ate cag 
Asn Lys Thr Glu Glu Gly Ser He Arg Cys Arg Ser Arg Ser He Gin 

490 495 

tae tgt tae ctg eag gag gac tet tee eag ace aat ggc cac tet agt 
Tyr Cys Tyr Leu Gin Glu Asp Ser Ser Gin Thr Asn Gly His Ser Ser 
500 505 

gee tct cea geg teg cag cgc tgc eac etc aat gaa gag cag ecc eag 
Ala Ser Pro Ala Ser Gin Arg Cys His Leu Asn Glu Glu Gin Pro Gin 
515 520 525 

cac aag ccc cac cag tgc aag tgt aag tgc aga aag gga gag gea get 
His Lys Pro His Gin Cys Lys Cys Lys Cys Arg Lys Gly Glu Ala Ala 
530 535 540 

gge aea ccg act caa gga age aag age cac age aac aaa gga gaa cac 
Gly Thr Pro Thr Gin Gly Ser Lys Ser Hrs Ser Asn Lys Gly Glu His 

550 555 

560 

etc gtg ctg atg tec cca gcc ctg aag ctg gcg gtg gaa ggg gtc cac 
Leu Val Leu Met Ser Pro Ala Leu Lys Leu Ala Val Glu Gly Val His 



565 



575 



tac att gca gac cac ctg cga gca gaa gat gca gat ttc tea gtg aag 
Tyr He Ala Asp His Leu Arg Ala Glu Asp Ala Asp Phe Ser Val Lys 
580 585 590 

gaa gac tgg aag tac gta gca atg gtc att gac egg ate ttt etc tgg 
Glu Asp Trp Lys Tyr Val Ala Met Val lie Asp Arg He Phe Leu Trp 

600 e05 

atg ttc ate ate gtg tgt ttg ctg ggg acc gtt ggg etc ttc etc ccg 
Met Phe He He Val Cys Leu Leu Gly Thr Val Gly Leu Phe Leu Pro 
"° ^15 620 

ccg tgg ctg gca gga atg ate taa 
Pro Trp Leu Ala Gly Met He 
625 



<210> 11 



1440 



i88 



1536 



1584 



1632 



1680 



1728 



1776 



1824 



1872 



1896 



18 



<211> 631 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Modifizierte 
alpha 4 -Untereinheit des nikotinischen 
Acetylcholinrezeptors des Huhns 



<400> 11 

Met Gly Phe Leu Val Ser Lys Gly Asn Leu Leu Leu Leu Leu Cys Ala 
15 10 15 

Ser He Phe Pro Ala Phe Gly His Val Glu Thr Arg Ala His Ala Glu 
20 25 30 

Glu Arg Leu Leu Lys Lys Leu Phe Ser Gly Tyr Asn Lys Trp Ser Arg 
35 40 45 

Pro Val Ala Asn He Ser Asp Val Val Leu Val Arg Phe Gly Leu Ser 
50 55 60 

He Ala Gin Leu He Asp Val Asp Glu Lys Asn Gin Met Met Thr Thr 
65 70 75 80 

Asn Val Trp Val Lys Gin Glu Trp His Asp Tyr Lys Leu Arg Trp Asp 
85 90 95 

Pro Gin Glu Tyr Glu Asn Val Thr Ser He Arg He Pro Ser Glu Leu 
100 105 110 

He Trp Arg Pro Asp He Val Leu Tyr Asn Asn Ala Asp Gly Asp Phe 
115 120 125 

Ala Val Thr His Leu Thr Lys Ala His Leu Phe Tyr Asp Gly Arg He 
130 135 140 

Lys Trp Met Pro Pro Ala He Tyr Lys Ser Ser Cys Ser He Asp Val 
145 150 155 160 

Thr Phe Phe Pro Phe Asp Gin Gin Asn Cys Lys Met Lys Phe Gly Ser 
165 170 175 

Trp Thr Tyr Asp Lys Ala Lys He Asp Leu Val Ser Met His Ser His 
180 185 190 

Arg Gly Thr Asn Val Val Glu Leu Gly Val Asp Gin Leu Asp Tyr Trp 
195 200 205 

Glu Ser Gly Glu Trp Val He He Asn Ala Val Gly Asn Tyr Asn Ser 



19 



210 



215 



220 



225 



230 



135 



240 



255 



yr Leu Pro 
270 



Phe lie lie Arg Arg Leu Pro Leu Phe Tyr Thr He Asn Leu He II 
2**^ 250 

Pro cys Leu Leu He Ser Cys Leu Thr Val Leu Val Phe T- 

265 2? 

ser Clu cys Oly Olu Lys He Thr Leu Cys He Ser Val Leu Leu Ser 

280 285 

I^eu Thr val Phe Leu Leu Leu Tie Thr Olu He He Pro Ser Thr Ser 

300 

• L,„ val n. P„ Ue Cly Clu Tyr L.u .eu P.e Thr „et He Phe 

inn 

-^^^ 320 

3 2 5 ^ T 

Arg ser Pro Arg Thr H.s Thr Met Pro Asp Trp Val Arg Arg Val Phe 
340 343 

Leu Asp He Val Pro Arg Leu Leu Phe Met 

360 

Lys ASP Asn cys Lys Lys Leu He Olu Ser Met His Lys Leu Thr Asn 

3 7 R 

"^^^ 380 
I ser Pro Arg Leu Trp Ser Olu Thr Asp Met Olu Pro Asn Phe Thr Thr 



350 

Lys Arg Pro Ser Thr Val 
365 



405 

Phe Cys Ala His Leu Glu Glu Pro 
420 



410 



415 



Ala Lys Pro Met Cys Lys Ser Pro 
425 



430 



44 0 

445 



Ser Ser Pro Lys Pro 



450 



Ser Cys His Pro Leu Ser Asp Thr Gin Thr Thr 



455 



460 



Ser He Ser Lys Gly Arg Ser Leu Ser Val Gin 



Gin Met Tyr Ser Pro 



20 



470 

"* ' =■ 4 8 0 

Tyr cys Tyr Leu Gin Glu Asp Ser Ser Gin Thr Asn Gly H.s Ser Ser 

510 



I^eu Asn Glu Glu Gin P.o Gin 

520 

His Lys P.O His Gin Cys Lys Cys Lys Cys .r, Lys Gly Glu Ala Ala 

540 

=iy Th. T.. ^ 

Leu Val Leu Met "^rt- p-rr^ 7\ i t 

^et ser Pro Ala Leu Lys Leu Ala Val Glu Gly Val His 

565 cyn 

575 

Tyr lie Ala Asp His Leu Arg Ala Glu Asp Ala Asp Phe Ser Val Lys 

585 

Glu ASP T.P Lys ryr Val Ala Met Val Xle Asp Arg xle Phe Leu Trp 

605 

Met Phe lie He Val Cvs Leu r.eu G^-- -h,- ^ ^i 

g-LO ^ ^^^^ ^"^^ Gly Leu Phe Leu Pro 

620 

Pro Trp Leu Ala Gly Met He 



<210> 12 
<211> 81 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 

<400> 12 

^ - 

81 



<210> 13 



21 



<2 1 1> 81 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 



<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 

<400> 13 

:c::l\":: ""-^"^ « 



<210> 14 
<211> 1869 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1866) 

<220> 



<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Modxfiz.erte 
alpha 4-Untereinheit des nikotinischen 
Acetylcholinrezeptors des Huhns 



<400> 14 



atg gga ttt etc gtg teg aag gga aac etc etc etc etg eta tot 
Me. 01, Phe .eu Val Ser .y. oi, .3n .eu .eu .eu L! L! IZ 



' 10 ,3 



- - - i - - - - - z X - - 

30 

T,l T "= 999 tat aac a.g tgg tec c„ 

4 0 

^ 45 

Pro va'l IT r ttg tec 

val .1. ... ser ^sp Val Val .eu Val .rg Phe oly .eu Ser 



55 60 



III IT TT -3 aca 

lie Ala Gin Leu He Asp Val Asp Glu Lys Asn Gin Met Met Th. Thr 

SO 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



22 



o = '==n T-r Lvs Leu Arg Trp Asp 
AsnValTrpValLysGlnGluTrpH.s.pT..r . 

85 

ccc cag gag tat gaa aac gtc aca tec ate ega ate eee tea 
pro Gin Glu Tvr Glu Asn Va. .hr Se.^ ^ ^^^^ 



105 
100 



rr ate eta tae aae aat get gat ggt gac ttt 384 
ate tgg agg eeg gae a t gte eta ^^^^ 
lie Trp Arg Pro Asp He val Leu 



120 
115 



.nr cae cte tte tat gat ggg aga att 432 
,ca gtc aee eae etg acc aaa g c 
Ala val Thr His Leu Thr Lys Ala 



130 



= ^ar tec tgc age ate gat gtt 480 
aaa tgg atg eea eet gee ate tae aaa age tee g 
.ys Trp Met pro Pro Ala He Tyr Lys Ser Ser y 



150 
145 



aee tte tte eee ttt gat e g 3,, 
Thr Phe Phe Pro Phe Asp Gin Gin Asn y 



170 
165 



.,g aea tat gae aaa get aag ata gae ttg gtg age atg eat age eat S.e 
Trp Thr Tyr Asp Lys Ala Lys He Asp 



180 



tte tae aee tee gtg gag tgg gae ate etg gag 
gte gae etg tee gag tte tae ae 
val ASP Leu ser Glu Phe Tyr Thr 



200 
195 



t-tr tae acg tge tge gae gag eee 672 
,tg eea gee gte agg aae gag aag tt tae ^^g . 
^ val pro Ala Val Arg Asn Glu Lys Phe y 



215 

210 



ttt aae tte att ate egg agg etg eeg etg tte 
tae etg gae ata aeg ttt aae t 
Tyr Leu Asp He Thr Phe Asn Phe He He Arg 



225 "° 



att eee tge etg ett ate tee tge ttg aet 768 
.ae aea ate aat ttg ate att ee g 
Tyr Thr He Asn Leu He He Pro cy 



250 

245 



.ta eee tet gag tge gga gag aag ata aee ttg 
gte etg gte tte tae eta eee te g g 
val Leu val Phe Tyr Leu Pro Ser G.u 



265 
260 



s« .== "= °" 



23 



Cys He Ser Val Leu Leu Ser Leu Thr val Phe Leu Leu Leu He Thr 
275 280 285 



gag ate ate cct tct acc tec ctg gte ate eee etg ata gga gag tat 
Glu He He Pro Ser Thr Ser Leu Val He Pro Leu He Gly Glu Tyr 

295 300 

ctg etc ttc acc atg ata ttt gte aec ttg tct ate ate ate act gte 
Leu Leu Phe Thr Met He Phe Val Thr Leu Ser He He He Thr Val 

310 315 

ttt gtg etc aae gta cae cae cgt tea cea egt ace eae aeg atg eet 
Phe Val Leu Asn Val His His Arg Ser Pro Arg Thr His Thr Met Pro 
325 330 335 

gac tgg gtg agg agg gte ttc ett gac ata gte eca egt etc etc tte 
0 ^ Asp Trp Val Arg Arg Val Phe Leu Asp He Val Pro Arg Leu Leu Phe 
^ 340 345 

atg aag egg eee tee aea gtg aaa gac aat tgc aag aag ett att gaa 
Met Lys Arg Pro Ser Thr Val Lys Asp Asn Cys Lys Lys Leu He Glu 
355 360 365 

tct atg eac aaa eta ace aac tea cea agg ett tgg tct gag ace gac 
Ser Met His Lys Leu Thr Asn Ser Pro Arg Leu Trp Ser Glu Thr Asp 
370 375 380 

atg gag cec aac ttc act ace tea tec tee eee age ecc cag agt aat 
Met Glu Pro Asn Phe Thr Thr Ser Ser Ser Pro Ser Pro Gin Ser Asn 

395 400 

gaa cet tea ccc aea tct tec ttc tgt gee cae ett gag gag eca gee 
9 ^ Glu Pro Ser Pro Thr Ser Ser Phe Cys Ala His Leu Glu Glu Pro Ala 

405 410 415 

aaa cct atg tgc aaa tec cct tct gga cag tac tea atg ctg eae eet 
Lys Pro Met Cys Lys Ser Pro Ser Gly Gin Tyr Ser Met Leu His Pro 
420 425 430 



912 



960 



1008 



1056 



1104 



1152 



1200 



1248 



1296 



gag eee eca cag gtg aeg 

Glu Pro Pro Gin Val Thr 
435 

ctg agt gac aec cag acc 

Leu Ser Asp Thr Gin Thr 
450 

gtt cag cag atg tac age 



tgt tee tct ceg aag eee 

Cys Ser Ser Pro Lys Pro 
440 

aea tet ate tea aaa ggc 

Thr Ser He Ser Lys Gly 

455 460 

eee aat aag aea gag gaa 



tec tgc cae eee 1344 

Ser Cys His Pro 

445 

aga teg etc agt 1392 
Arg Ser Leu Ser 



ggg age ate cgc 1440 



24 



Val Gin Gin Met Tyr Ser Pro Asn Lys Thr Glu Glu Gly Ser He Arg 
465 470 475 480 



• 9 



tgt agg tec cga age ate cag tac tgt tac ctg cag gag gac tct tec 1488 
Cys Arg Ser Arg Ser He Gin Tyr Cys Tyr Leu Gin Glu Asp Ser Ser 
485 490 495 

cag aec aat ggc cac tet agt gee tct cca gcg teg eag egc tgc cae 1536 
Gin Thr Asn Gly His Ser Ser Ala Ser Pro Ala Ser Gin Arg Cys His 
500 505 510 

etc aat gaa gag cag eec eag eac aag cec cac cag tge aag tgt aag 1584 
Leu Asn Glu Glu Gin Pro Gin His Lys Pro His Gin Cys Lys Cys Lys 
515 520 525 

tgc aga aag gga gag gea get ggc aca ccg act caa gga age aag age 1632 
Cys Arg Lys Gly Glu Ala Ala Gly Thr Pro Thr Gin Gly Ser Lys Ser 
530 535 540 

cac age aac aaa gga gaa eac etc gtg ctg atg tec cca gee ctg aag 1680 
His Ser Asn Lys Gly Glu His Leu Val Leu Met Ser Pro Ala Leu Lys 
545 550 555 560 

ctg gcg gtg gaa ggg gte cac tac att gea gac cac ctg cga gca gaa 1728 
Leu Ala Val Glu Gly Val His Tyr He Ala Asp His Leu Arg Ala Glu 
565 570 575 

gat gca gat ttc tea gtg aag gaa gac tgg aag tac gta gea atg gte 1776 
Asp Ala Asp Phe Ser Val Lys Glu Asp Trp Lys Tyr Val Ala Met Val 
580 585 590 

att gac egg ate ttt etc tgg atg ttc ate ate gtg tgt ttg ctg ggg 1824 
^ He Asp Arg He Phe Leu Trp Met Phe He He Val Cys Leu Leu Gly 

595 600 605 

ace gtt ggg etc ttc etc ceg ccg tgg ctg gca gga atg ate taa 1869 
Thr Val Gly Leu Phe Leu Pro Pro Trp Leu Ala Gly Met He 
610 615 620 



<210> 15 
<211> 622 
<212> PRT 

<213> Kunstliehe Sequenz 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Modifizierte 
alpha 4 -Untereinheit des nikot ini schen 
Acetylehol inrezeptors des Huhns 
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<400> 15 

Met Gly Phe Leu Val Ser Lys Gly Asn Leu Leu Leu Leu Leu Cys Ala 
1 5 10 15 

Ser He Phe Pro Ala Phe Gly His Val Glu Thr Arg Ala His Ala Glu 
20 25 30 

Glu Arg Leu Leu Lys Lys Leu Phe Ser Gly Tyr Asn Lys Trp Ser Arg 
35 40 45 

Pro Val Ala Asn He Ser Asp Val Val Leu Val Arg Phe Gly Leu Ser 
50 55 60 

He Ala Gin Leu He Asp Val Asp Glu Lys Asn Gin Met Met Thr Thr 
65 70 75 80 

Asn Val Trp Val Lys Gin Glu Trp His Asp Tyr Lys Leu Arg Trp Asp 
85 90 95 

Pro Gin Glu Tyr Glu Asn Val Thr Ser He Arg He Pro Ser Glu Leu 
100 105 110 

He Trp Arg Pro Asp He Val Leu Tyr Asn Asn Ala Asp Gly Asp Phe 
115 120 125 

Ala Val Thr His Leu Thr Lys Ala His Leu Phe Tyr Asp Gly Arg He 
-Liu i3i) 140 



Lys Trp Met Pro Pro Ala He Tyr Lys Ser Ser Cys Ser He Asp Val 
145 150 155 160 

Thr Phe Phe Pro Phe Asp Gin Gin Asn Cys Lys Met Lys Phe Gly Ser 
^ 165 170 175 

Trp Thr Tyr Asp Lys Ala Lys He Asp Leu Val Ser Met His Ser His 
180 185 190 

Val Asp Leu Ser Glu Phe Tyr Thr Ser Val Glu Trp Asp He Leu Glu 
195 200 205 

Val Pro Ala Val Arg Asn Glu Lys Phe Tyr Thr Cys Cys Asp Glu Pro 
210 215 220 

Tyr Leu Asp He Thr Phe Asn Phe He He Arg Arg Leu Pro Leu Phe 
225 230 235 240 

Tyr Thr He Asn Leu He He Pro Cys Leu Leu He Ser Cys Leu Thr 
245 250 255 
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Val Leu Val Phe Tyr Leu Pro Ser Glu Cys Glv Glu Lys He Thr 
260 265 270 



Leu 



Cys He Ser Val Leu Leu Ser Leu Thr Val Phe Leu Leu Leu He Thr 
275 280 285 

Glu He He Pro Ser Thr Ser 



290 295 



Leu Val He Pro Leu He Gly Glu Tyr 
300 



Leu Leu Phe Thr Met He Phe Val Thr Leu Ser He He He Thr Val 

Phe Val Leu Asn Val His His Arg Ser Pro Arg Thr His Thr Met Pro 
325 



Asp Trp Val Arg Arg Val Phe Leu Asp He Val Pro Arg Leu Leu 



Phe 



340 345 



350 



Met Lys Arg Pro Ser Thr Val Lys Asp Asn Cys Lys Lys Leu He Glu 



355 



360 



365 



Ser Met His Lys Leu Thr Asn Ser Pro Arg Leu Trp Ser Glu Thr Asp 

375 380 

Met Glu Pro Asn Phe Thr Thr Ser Ser Ser Pro Ser Pro Gin Ser Asn 

Glu Pro Ser Pro Thr Ser Ser Phe Cys Ala His Leu Glu Glu Pro Ala 
405 



Lys Pro Met Cys Lys Ser Pro Ser Gly Gin Tyr Ser Met Leu 



^ 420 



415 



His Pro 



425 



430 



Glu Pro Pro Gin Val Thr Cys Ser Ser Pro Lys Pro Ser Cys His Pro 
435 440 

Leu Ser Asp Thr Gin Thr Thr Ser He Ser Lys Gly Arg Ser Leu Ser 
450 455 450 

Val Gin Gin Met Tyr Ser Pro Asn Lys Thr Glu Glu Gly Ser He Arq 

Cys Arg Ser Arg Ser He Gin Tyr Cys Tyr Leu Gin Glu Asp Ser Ser 
485 490 495 

Gin Thr Asn Gly His Ser Ser Ala Ser Pro Ala Ser Gin Arg Cys His 
500 505 510 
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Leu Asn Glu Glu Gin Pro Gin His Lys Pro His Gin Cys Lys C 



515 520 



Cys Arg Lys Gly Glu Ala Ala Gly T 
530 



His Ser Asn Lys Gly Glu His Leu 



s Lys 

525 

hr Pro Thr Gin Gly Ser Lys Ser 
540 



Val Leu Met Ser Pro Ala Leu Lys 
Leu Ala Val Glu Gly Val His Tyr He Ala Asp His Leu Arg Ala Glu 



565 



570 



575 



Asp Ala Asp Phe Ser Val Lys Glu Asp Trp Lys Tyr Val Ala Met Val 



580 



585 



590 



He Asp Arg He Phe Leu Trp Met Phe He He Val Cys Leu Leu Gly 



595 600 



605 



Thr Val Gly Leu Phe Leu Pro Pro Trp Leu Ala Gly Met He 



610 615 



620 



•4 



<210> 16 
<211> 79 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 
<400> 16 

caacagcaag aaatatgaat gctgcgacga gccctacctt gatataactt tcaacttcat 60 

tatccggagg ctgccgctg 

<210> 17 
<211> 79 
<2 12> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 



<400> 17 



cagcggcagc ctocggataa tgaagttgaa agttatatca aggtagggct cgtcgcagca 60 
ttcatatttc ttgctgttg 
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<210> 18 
<211> 30 
<2 12> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer 
<400> 18 

gaacaaaagc tggaggtcca ccgcggtggc 



<210> 19 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 
<400> 19 

gccaccgcgg tggacctcca gcttttgttc 



<210> 20 
<211> 75 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer 
<400> 20 

gcggggagtg ggtcatctta gaagtcccgg ccgttcgcaa cgaaaagttt tatacatgct 60 
gcgacgagcc ctacc 



<210> 21 
<211> 75 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 
<400> 21 
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ggtagggctc gtcgcagcat gtataaaact tttcgttgcg aacggccggg acttcaatga 60 

tgacccactc cccgc 

75 
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